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Prefacio 



As pesquisas em genetica vem avangando rapidamen- 
te. E possivel analisar com muitos detalhes o DNA dos ge- 
nomas, mesmo os grandes, estudar as fungoes cle genes 
individuais por meio de uma serie de tecnicas impressio- 
nantes, bem como modificar geneticamente organismos 
mediante introdugao de genes estranhos on alterados em 
seus genomas. Os metodos de ensino e aprendizado da 
genetica tambem estao mudando. Muitos sao os recursos 

o 

eletronicos para garantir acesso a informagoes e transmi- 
ti-las, mfdias novas e atraentes estao sendo desenvolvidas, 
e as salas de aula de diversas instituigoes estao sendo refor- 
madas para incorporar estrategias de “aprendizado ativo”. 
Esta edigao de Fundamenlos de Genetica foi elaborada para 
reconhecer esses avangos cientfficos e educacionais. 

■J 

Objetivos 

Fundamenlos de Genetica apresenta um equilfbrio entre 
novas informagoes e conceitos fundamentais. A preparagao 
desta edigao foi pautada em quatro objetivos principals: 

• Foco nos princlpios basicos da genetica, com apresen- 
tagao minuciosa e completa dos importantes concei¬ 
tos da genetica classiea, molecular e de populagoes. 
A base solida e essencial para a compreensao dos 
avangos atuais da genetica e o reconhecimento de sen 
significado pratico. Alem disso, a extensao e a profun- 
didade da cobertura das diferentes areas da genetica - 
classiea, molecular e de populagoes - tern de ser equi- 
libradas, e o volume de informagoes em permanente 
expansao na genetica tern de ser organizado por um 
modelo forte, mas flexfvel, de conceitos-chave. 

• Foco no processo cientlfico, mostrando como se da o 
desenvolvimento dos conceitos cientfficos a partir de 
observagoes e experimentos. Esta obra apresenta mui¬ 
tos exemplos de como os principios geneticos emer- 
giram do trabalho de diferentes cientistas. A ciencia 
e enfatizada como um processo contfnuo de observa- 
gao, experimentagao e descoberta. 

• Foco na genetica humana, incorporando exemplos 
humanos e mostrando a relevancia da genetica nas 
questoes relativas a sociedade. A experiencia mostra 
que os estudantes tern interesse especial pela genetica 
da sua propria especie e que, por isso, compreendem 
com mais facilidade os conceitos complexos quando 
ilustrados com exemplos humanos. Desse modo, sein- 
pre que possivel, esses exemplos foram usados. Inclui- 
mos tambem discussoes do Projeto Genoma Humano, 
mapeamento de genes humanos, disturbios geneticos, 


terapia genica e aconselhamento genetico em Lodo 
o texto. Questoes como triagem genetica, analise do 
perfil de DNA, engenharia genetica, clonagem, pes- 
quisa com celulas-tronco e terapia genica incitaram 
densos debates sobre as ramfficagoes sociais, jtiridicas 

ji* 

e eticas da genetica. E importante que os estudantes 
sejam incluidos nas discussoes sobre essas questoes, e 
este livro garante-lhes os requisitos para tal. 

• Foco no desenvolvimento de habilidades de reflexao, 
enfatizando a analise de dados experimentais e pio- 
blemas. A genetica sempre foi um pouco diferente de 
outras disciplinas 11a Biologia em vista da forte enfase 
na solugao de problemas. Neste texto, a natureza ana- 
lftica da genetica e detalhada de muitas maneiras - o 
desenvolvimento de principios 11a genetica classiea, a 
discussao dos experimentos 11a genetica molecular e a 
apresentagao dos calculos 11a genetica de populagoes. 
Em todo o livro, enfatiza-se a inlegragao dos dados de 
observagao e experimentais com a analise logica para o 
desenvolvimento de conceitos-chave. Carla capftulo tern 
dois grupos de problemas resolvidos - a segao Exernaos, 
que contem problemas simples de aplicagao da anali¬ 
se genetica basica, e a segao AuLoavaliagdo, que contem 
problemas mais complexos que integrant diferentes 
conceitos e tecnicas. Um conjunto de Avaliacdcs adicio- 
nais acompanha os problemas resolvidos, de modo que 
os estudantes compreendam melhor os conceitos do 
capftulo e desenvolvam a capacidade de analise. Outra 
segao, Gen arnica na Web, apresenta questoes que podem 
ser respondidas por meio de pesquisa no site do Natio¬ 
nal Center for Biotechnology Information. Nesta segao, 
os estudantes aprendem a usar o grande repositorio de 
informagoes geneticas acessfveis no site e podem aplicar 
as informagoes em problemas especfficos. Cada capftu¬ 
lo conta ainda com uma segao, Problema resolvido, que 
propoe um problema, lista os fatos e conceitos perti- 
nentes, analisa-o e apresenta sua solugao. Por fint, outra 
novidade: os boxes Resolva! garantem aos estudantes a 
oportunidade de lestar a compreensao dos conceitos 
estudados. As respostas para as questoes apresentadas 
nos boxes Resolva! estao disponfveis no site http://gen- 
-io. gru pogen. com. br. 

Conteudo e organizagao 
da sexta edigao 

A organizagao desta edigao de Fundamenlos de Genetica 

e semelhante a anterior. O conteudo, porem, foi depu- 
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rado e atualizado para tornar possfvel a atualizagao cui- 
dadosa. Ao selecionarmos o material a ser inclufdo nesta 
edigao, tentamos ser abrangentes, mas nao enciclopedi- 
cos. 

O texto foi dividido em 24 capftulos, um a menos 
que a edigao anterior. Os Capftulos 1 e 2 apresentam 
a ciencia da genetica, aspectos basicos da reprodugao 
celular e alguns organismos geneticos-modelo; os Capf¬ 
tulos 3 a 8 apresentam os conceitos da genetica classica 
e os procedimentos basicos da analise genetica de mi¬ 
cro rganism os; os Capftulos 9 a 13 apresentam os topicos 
da genetica molecular, entre eles replicagao do DNA, 
transcrigao, tradugao e mutagao; os Capftulos 14 a 17 
abordam topicos mais avangados de genetica molecular 
e genomica; os Capftulos 18 a 21 tratam da regulagao 
da expressao genica e da base genetica do desenvolvi- 
mento, da imunidade e do cancer; os Capftulos 22 a 24 
apresentam os conceitos de genetica quantitativa, de po¬ 
pulagoes e evolutiva. 

Como nas edigoes anteriores, tentamos criar um texto 
adaptavel a diferentes formatos de curso. Muitos profes- 
sores preferem apresentar os topicos da mesma maneira 
que apresentamos, comegando com a genetica classica, 
avangando para a genetica molecular e terminando com 
a genetica quantitativa, de populagoes e evolutiva. No en- 
tanto, o texto foi elaborado de modo que os docentes 
possam apresentar os topicos em diferentes ordens. Eles 
podem, por exemplo, come gar com genetica molecular 
basica (Capftulos 9 a 13), depois apresentar a genetica 
classica (Capftulos 3 a 8), passar a topicos mais avangados 
de genetica molecular (Capftulos 14 a 21) e terminar o 
curso com a genetica quantitativa, de populagoes e evolu¬ 
tiva (Capftulos 22 a 24). Outra opgao e inserir a genetica 
quantitativa e de populagoes entre a genetica classica e a 
molecular. 

Pedagogia da sexta edigao 

O texto contem recursos especiais destinados a enfati- 
zar a relevancia dos topicos expostos, facilitar a compre- 
ensao de conceitos importantes e ajudar os estudantes a 
avaliarem seus conhecimentos. 

• Narrativa de abertura do capitulo. Cada capftulo ini- 
cia-se com um breve texto que destaca o significado 
dos topicos apresentados. 

• Sumdrio do capitulo. As principals segoes sao apresen- 
tadas, de maneira conveniente, na primeira pagina de 
cada capftulo. 

• Resumo da segao. Ha um breve resumo do conteudo no 
infeio de cada segao principal do texto. Esses resumos 
introdutorios concentram a atengao nas principals 
ideias expos tas no capftulo. 

• Pontos essendais. Esses recursos estao no fim de cada 
segao principal de um capftulo. O objetivo e ajudar os 
alunos a estudarem para as provas e a recapitularem as 
principais ideias do conteudo estudado. 


• Em foco. Os boxes Em foco apresentam topicos espe¬ 
ciais. O conteudo desses boxes reforga ou expande 
conceitos, tecnicas ou habilidades descritos no texto. 

• 0 futuro. O conteudo desses boxes destaca novas e em- 
polgantes descobertas em genetica - com frequencia, 
tema de pesquisas correntes. 

• Problema resolmdo. Cada capftulo conta com um boxe 
que orienta o estudante na analise e na solugao de um 
problema que inclua conteudo importante do capf¬ 
tulo. O boxe lista fatos e conceitos relevantes para o 
problema e, depois, explica como resolve-lo. 

• Resolva! Cada capftulo contem dois boxes Resolva! Nes¬ 
te boxe, ha sempre um problema relacionado com os 
conceitos apresentados no texto, possibilitando a ava- 
liagao da compreensao de conceitos-chave. A solugao, 
passo a passo, de cada problema esta disponfvel no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 

• Exereidos. No fim de cada capftulo, apresentamos va- 
rios problemas resolvidos para reforgar os conceitos 
fundamentals apresentados. O objetivo desses exeref- 
cios simples, em uma etapa, e ilustrar a analise geneti¬ 
ca basica ou destacar informagoes importantes. 

• Autoavaliagdo. Cada capftulo tambem tern problemas 
resolvidos mais complexos para ajudar os estudantes 
a aprimorarem a capacidade de analise e solugao de 
problemas. Os problemas dessa segao destinam-se a 
integrar diferentes conceitos e tecnicas Na analise de 
cada problema, mostramos o passo a passo da solugao. 

• Avaliacao adidonal. Cada capftulo termina com um con- 
junto de questoes e problemas de dificuldades variadas, 
organizados de acordo com a sequencia de topicos no 
capftulo. As questoes e os problemas mais diffeeis sao 
identificados por numeros coloridos. Esses conjuntos 
de questoes e problemas dao aos estudantes a oportuni- 
dade de compreender melhor os conceitos abordados 
no capftulo e desenvolver a capacidade de analise. 

• Genomica na web . As informagoes sobre genomas, 
genes, sequencias de DNA, organismos mutantes, 
sequencias de polipeptfdios, vias bioqufmicas e re- 
lagoes evolutivas estao disponfveis gratuitamente em 
diversos sites na internet. A consulta a essas infor- 
magoes faz parte da rotina dos pesquisadores, e nos 
acreditamos que os estudantes devem se familiarizar 
com elas. Com esse objetivo, ao fim de cada capftu¬ 
lo, foi inclufda uma serie de questoes que podem ser 
respondidas por consulta ao site do National Center 
for Biotechnology Information (NCBI), patrocinado 
pelo National Institutes of Health dos Estados Uni- 
dos. 

• Apendices. Cada Apendice apresenta conteudo tecnico 
util para analise genetica. 

• Glossdrio. Nesta segao sao definidos termos importan¬ 
tes. E um otimo recurso para esclarecer alguns topicos 
e se preparar para provas. 

• Respostas. As respostas aos itens de numero fmpar da 
segao Avaliagdo adidonal podem ser encontradas no 
fim do livro. 
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Ciencia da Genetica 




Genoma individual 

Cada um de nos e constituido de trilhoes de celulas, e 
cada uma dessas celulas contem filamentos muito finos, 
com alguns centimetros de comprimento, que tern papel 
importante em determinar quern somos, como seres huma- 
nos e como pessoas. Esses filamentos intracelulares impor- 
tantissimos sao compostos de DNA.Toda vez que a celula se 
divide, seu DNA e replicado e distribuido igualmente entre 


Um convite 

Tres grandes marcos da genetica 

DNA como material genetico 

Genetica e evolu^ao 

Niveis de analise genetica 

Genetica no mundo | Aplica<;6es da genetica 
nos empreendimentos humanos 



llustra<;ao digital do acido desoxirribonudeico (DNA). 


as duas celulas-filhas. Assim, o conteudo de DNA dessas celu- 
las - que chamamos de genoma - e conservado. Esse genoma e 
um conjunto essencial de instruqoes, na verdade uma biblioteca 
completa de informaqoes, que as ceiulas usam para se manter 
vivas. Em ultima analise, todas as atividades de uma celula de- 
pendem dele. Portanto, conhecer o DNA e conhecer a celula, e, 
em um sentido mais amplo, conhecer o organismo ao qual essa 
celula pertence. 

Em face da importancia do DNA, nao devem surpreender 
os grandes esforgos feitos para estuda-lo ate os minimos deta- 
Ihes. Na verdade, na ultima decada do seculo 20, uma cruzada 
mundial, o Projeto Genoma Humano, ganhou forma e, em 2001, 
produziu uma analise abrangente de amostras de DNA humano 
colhidas de um pequeno numero de doadores anonimos. Esse 
trabalho - impressionante em escopo e significado - serviu de 
alicerce para todas as pesquisas futuras sobre o genoma humano. 
Em 2007, a analise do DNA humano tomou um novo rumo. Dois 
mentores do Projeto Genoma Humano tiveram seu proprio DNA 
decodificado. A tecnologia para analise de genomas completos 
avan^ou muito, e o custo dessa analise nao e mais exorbitante. 
Na verdade, talvez em breve seja possivel que cada um de nos 
tenha o proprio genoma analisado - uma possibilidade que certa- 
mente influenciara nossas vidas e mudara o que pensamos sobre 
nos mesmos. 








2 Fundamentos de Genetica 


Um convite 


O tema deste Iivro e a genetica, a ciencia que estuda o 
DNA. A genetica tambem e uma das ciencias que tem 
grande impacto sobre nos. Por meio de aplicagoes na 
agricultura e na medicina, ajuda a nos alimentar e a nos 
man ter saudaveis. Ela tambem possibilita discernir o que 
nos faz humanos e o que distingue cada um de nos como 
individuos. A genetica e uma ciencia relativamente jovem 
- surgiu apenas no infcio do seculo 20, mas cresceu em es- 
copo e significado, tanto que agora ocupa posigao de des- 
taque, e alguns diriam de comando, em toda a biologia. 

A genetica comegou com o estudo do mecanismo de 
transmissao das caracteristicas dos organism os dos pais 
para os filhos, isto e, como sao herdadas. Ate meados do 
seculo 20, ninguem sabia ao certo o que era o material he¬ 
reditario. No entanto, os geneticistas reconheceram que 
esse material tinha de satisfazer tres requisitos. Primeiro, 
era preciso que se replicasse de modo que as copias pudes- 
sem ser transmitidas dos pais para os filhos. Segundo, era 
preciso que codificasse informagoes para guiar o desenvol- 
vimento, a atividade e o comportamento das celulas e dos 
organism os aos quais pertencesse. Terceiro, precisava mu- 
dar, ainda que so uma vez em um grande periodo, para ex- 
plicar as diferengas existentes entre os individuos. Durante 
varias decadas, os geneticistas se perguntaram qual seria o 
material hereditario. Entao, em 1953, a estrutura do DNA 
foi elucidada e a genetica teve seu grande momento de 
esclarecimento. Em um periodo relativamente curto, os 
pesquisadores descobriram como o DNA funciona como 


material hereditario, isto e, como se replica, como codifica 
e expressa informagoes e como se altera. Essas descobertas 
inauguraram uma nova fase da genetica na qual os feno- 
menos poderiam ser explicados em nivel molecular. Com 
o tempo, os geneticistas aprenderam a analisar o DNA de 
genomas completes, inclusive o nosso proprio. O avango - 
dos estudos da hereditariedade ate os estudos de genomas 
completes — foi surpreendente. 

Como geneticistas atuantes e professores, escreve- 
mos este Iivro para explicar a voce a ciencia da genetica. 
Como indica o titulo, este Iivro destina-se a ensinar os 
fundamentos de genetica, oferecendo detalhes suficien- 
tes para que voce os compreenda com clareza. Convida- 
mo-lo a ler cada capitulo, a estudar suas ilustragoes e a 
resolver as questoes e os problemas no lim do capitulo. 
Todos nos sabemos que o aprendizado — assim como a 
pesquisa, o ensino e a escrita - exige esforgo. Como au- 
tores, esperamos que o esforgo de estudar este Iivro seja 
recompensado com um bom conhecimento de genetica. 

Este capitulo introduterio apresenta um panorama do 
que explicaremos com mais detalhes nos capitulos subse- 
quentes. Para alguns leitores sera uma revisao do conhe¬ 
cimento adquirido ao estudar biologia e qufmica basica, 
para outros sera algo totalmente novo. Nosso conselho e 
que voce leia este capitulo sem se prender aos detalhes. 
Aqui sao enfatizados os grandes temas que transpassam a 
genetica. Os muitos detalhes da teoria e pratica da gene¬ 
tica virao depois. 


Tres grandes marcos da genetica 


As raizes da genetica estao na pesquisa de Gregor Men¬ 
del, um monge que descobriu como os tragos geneticos 
sao herdados. A base molecular da hereditariedade foi 
revelada quando James Watson e Francis Crick elucida- 
ram a estrutura do DNA. Atualmente, o Projeto Genoma 
Humano dedica-se a analise detalhada do DNA humano. 

Em geral, o conhecimento e a compreensao da ciencia 
avangam progressivamente. Neste Iivro examinaremos os 
avangos da genetica durante sua breve historia — pouco 
mais de cem an os. Nessa historia destacam-se tres grandes 
marcos: (1) a descoberta de regras que governam a heran- 
ga de caracteristicas nos organismos; (2) a identificagao 
do material responsavel por essa heranga e a elucidagao 
de sua estrutura; e (3) a analise abrangente do material 
hereditario em seres humanos e outros organismos. 

MENDEL I OS GENES E AS 
REGRAS DA HERANCA 

Embora a genetica tenha se desenvolvido durante o 
seculo 20, sua origem esta baseada no trabalho de Gre¬ 


gor Mendel (Figura 1.1), um monge moravio que viveu no 
seculo 19. Mendel fez sua pesquisa inovadora em relativa 
obscuridade. Ele estudou a heranga de diferentes carac¬ 
teristicas em ervilhas, que cultivava no jardim do mos- 
teiro. Seu metodo incluia o intercruzamento de plantas 
com caracteristicas diferentes - por exemplo, plantas bai- 
xas eram cruzadas com plantas altas — para observar a he¬ 
ranga das caracteristicas pela prole. A analise cuidadosa 
de Mendel possibilitou o discernimento de padroes, que 
o levaram a postular a existencia de fatores hereditarios 
responsaveis pelas caracteristicas que estudara. Atual¬ 
mente chamamos esses fatores de genes. 

Mendel estudou varios genes nas ervilhas do jardim. 
Cada um deles foi associado a uma caracteristica diferen- 
te — por exemplo, altura da planta, cor da flor ou textura 
da semente. Ele descobriu que esses genes existem em 
diferentes formas, o que agora chamamos de alelos. Uma 
forma do gene para altura, por exemplo, permite que 
as ervilhas alcancem mais de 2 metros de altura; outra 
forma desse gene limita o crescimento a cerca de meio 
metro. 

Mendel propos que as ervilhas tem duas copias de 
cada gene. Essas copias podem ser iguais ou diferentes. 
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■ FIGURA1.1 Gregor Men del 


Durante a reprodugao, uma das copias e aleatoriamente 
incorporada a cada celula sexual ou gameta. Os game- 
tas femininos (ovocitos) unem-se aos gametas masculi- 
nos (espermatozoide) na fertilizagao, com a produgao 
de uma unica celula, denominada zigoto, que da origem 
a novas plantas. A redugao nas copias de genes de duas 
para uma durante a f ormagao do gameta e a subsequente 
restauragao de duas copias durante a fertilizagao consti¬ 
tuent a base das regras da heranga descobertas por Men¬ 
del. 

Mendel enfatizou que os fatores hereditarios — is to e, 
os genes — sao elementos distintos. Diferentes alelos de 
um gene podem ser reunidos na mesma planta por hi- 
bridizagao e, depois, separados durante a produgao de 
gametas. Portanto, a coexistencia de alelos em uma plan¬ 
ta nao compromete sua integridade. Mendel tambem 
constatou que alelos de diferentes genes sao herdados de 
modo independente uns dos outros. 

Essas descobertas foram publicadas em 1866, nos anais 
da Sociedade de Historia Natural de Brno, revista da so- 
ciedade cientifica da cidade em que Mendel viveu e tra- 
balhou. O artigo nao teve muita repercussao, e Mendel 
passou a dedicar-se a outras atividades. Em 1900, 16 an os 
depois da sua morte, o artigo finalmente veio a tona e 
a ciencia da genetica nasceu. Rapidamente, o modelo 
pioneiro de analise criado por Mendel foi aplicado a 
muitos tipos de organismos, com notavel sucesso. Sem 
duvida, nem todos os resultados encaixam-se exatamen- 
te nos princfpios de Mendel. Encontraram-se excegoes, 
e, quando elas foram investigadas com mais detalhes, 


surgiram novos conhecimentos sob re o comportamento 
e a propriedade dos genes. Analisaremos a pesquisa de 
Mendel e suas aplicagoes ao estudo da heranga, inclusive 
da hereditariedade em seres human os, no Capitulo 3, e 
exploraremos algumas ramificagoes das ideias de Mendel 
no Capitulo 4. Nos Capftulos 5, 6 e 7 veremos como os 
principios de heranga de Mendel estao relacionados com 
o comportamento dos cromossomos — as estruturas celu- 
lares onde residem os genes. 


WATSON E CRICK | 

A ESTRUTURA DO DNA 

A redescoberta do artigo de Mendel deflagrou um 
sem-numero de estudos sobre a heranga em vegetais, ani¬ 
mals e micro rganismos. A grande pergunta que todos se 
faziam era “Q que e um gene?” Em meados do seculo 20, 
essa pergunta foi finalmente respondida. Demonstrou-se 
que os genes eram constitufdos de moleculas complexas 
denominadas acidos nucleicos. 

Os acidos nucleicos sao formados de blocos estruturais 
elementares denominados nucleotidios (Figura 1.2). Cada 
nucleotidio tern tres componentes: (1) uma molecula de 
agucar; (2) uma molecula de fosfato, que tern proprie- 
dades quimicas acidas; e (3) uma molecula nitrogenada, 
que tem propriedades quimicas ligeiramente basicas. No 
acido ri bo nuclei co, ou RNA, o agucar constituinte e a ribose; 
no Scido desoxirribonucleico, ou DNA, e a desoxirribose. No 
RNA ou no DNA, um nucleotidio e distinguido do outro 
por sua base nitrogenada. No RNA, os quatro tipos de 
bases sao adenina (A), guanina (G), citosina (C) e ura- 
cila (U); no DNA, sao A, G, C e timina (T). Assim, tanto 
o DNA quanto o RNA tem quatro tipos de nucleotidios, 
e tres deles sao comuns aos dois tipos de moleculas de 
acido nucleico. 

O grande avango no estudo dos acidos nucleicos ocor- 
reu em 1953 quando James Watson e Francis Crick (Figura 
1.3) deduziram o modo de organizagao dos nucleotidios 
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■ FIGURA 1.2 Estrutura de um nucLeotfdio.A molecula tem tres com¬ 
ponentes: um grupo fosfato, um agucar (nesse caso, desoxirribose), e 
uma base nitrogenada (nesse caso, adenina). 
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■ FIGURA 1.3 Francis Crick e James Watson. 


Uma molecula de DNA bifilamentar costuma ser de- 
nominada duplex. Watson e Crick descobriram que os 
dois filamentos de um duplex de DNA se enrolam um do 
outro, criando uma configuragao em helice (Figura 1.4B). 
Essas moleculas helicoidais podem ser extraordinaria- 
mente grandes. Algumas contem centenas de milhoes de 
pares de nucleotidios, e seu comprimento total ultrapas- 
sa 10 cm. Nao fossem elas extremamente delgadas (cerca 
de um centesimo de milionesimo de centfrnetro), seria- 
mos capazes de ve-las a olho nu. 

O RNA, como o DNA, e constitufdo de nucleotidios 
unidos um ao outro em uma cadeia. No entanto, ao 
contrario do DNA, as moleculas de RNA geralmente sao 
unifilamentares. Os genes da maioria dos organismos 
sao constitmdos de DNA, embora em alguns virus sejam 
constitufdos de RNA. Nos examinaremos as estruturas do 
DNA e do RNA em detalhes no Capitulo 9, e investiga- 
remos o significado genetico dessas macromoleculas nos 
Capftulos 10, lie 12. 


no DNA. Watson e Crick reconheceram que os nucleo- 
tidios estao unidos um ao outro em uma cadeia. As liga- 
goes sao formadas por interagoes quimicas entre o fos- 
fato de um nucleotidio e o agucar de outro nucleotidio. 
As bases nitrogenadas nao participam dessas interagoes. 
Assim, uma cadeia de nucleotidios e consdtufda de uma 
cadeia principal de agucar-fosfato a qual estao fixadas as 
bases, uma base para cada agucar da cadeia principal. De 
uma extremidade da cadeia ate a outra, as bases formam 
uma sequencia linear caracteristica dessa cadeia especi- 
fica. Essa sequencia de bases e que distingue um gene 
do outro. Watson e Crick propuseram que as moleculas 
de DNA eram constituidas de duas cadeias de nucleotf- 
dios (Figura 1.4A). Essas cadeias sao unidas por atragoes 
quimicas fracas - denominadas pontes de hidrogenio - 
entre determinados pares de bases; A faz par com T; e G 
faz par com C. Em razao dessas regras de pareamento de 
bases, e possfvel prever a sequencia de uma cadeia nucle- 
otidica em uma molecula de DNA bifilamentar a partir 
da outra. Nesse sentido, as duas cadeias de uma molecula 
de DNA sao complementares. 
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■ FIGURA 1.4 DNA, molecula bifilamentar unida por pontes de hi¬ 
drogenio entre as bases pareadas. A. Representagao bidimensional da 
estrutura de uma molecula de DNA constitufda de cadeias de nucteo- 
tfdios complementares. B. MoiecuLa de DNAapresentada como dupla 
helice. 


PROJETO GENOMA HUMANO | 
SEQUENCIAMENTO DO DNA 
E CATALOGACAO DOS GENES 

Se os geneticistas na primeira metade do seculo 20 so- 
nhavam em identificar o material de que os genes sao 
feitos, os geneticistas da segunda metade desse seculo 
sonhavam com metodos para identificar a sequencia 
de bases das moleculas de DNA. Perto do fim do 
seculo, seus sonhos tornaram-se realidade quando ga- 
nharam forma os projetos para identificar sequencias 
de bases de DNA em varios organismos, inclusive em 
seres humanos. A identificagao da sequencia de bases 
no DNA de um organism o - is to e, o sequenciamento 
do DNA — deve, em princfpio, oferecer as informagoes 
necessarias para analisar todos os genes do organis- 
mo. A colegao de moleculas de DNA caracteristica de 
um organismo e denominada genoma. Portanto, o se¬ 
quenciamento do genoma equivale ao sequenciamen¬ 
to de todos os genes do organismo — e mais, pois agora 
sabemos que parte do DNA nao contem genes. Nem 
sempre e clara a fungao desse DNA nao genico; no en¬ 
tanto, ele esta presente em muitos genomas e as vezes 
e abundante. 

O paradigma de todos os programas de sequen¬ 
ciamento e o Projeto Genoma Humano, um esforgo mundial 
para idendficar a sequencia de aproximadamente tres bi- 
lhoes de pares de nucleotidios no DNA humano. A ideia 
initial era de que o Projeto Genoma Humano contasse 
com a colaboragao de pesquisadores de diferentes paf- 
ses, e grande parte do trabalho seria financiada por seus 
governos. No entanto, um projeto com financiamento 
privado, iniciado por Craig Venter, um cienrista e empre- 
sario, logo se desenvolveu paralelamente ao projeto com 
financiamento publico. Em 2001, todos esses esforgos 
culminaram na publicagao de dois longos ardgos sobre o 
genoma humano. Os ardgos relatavam o sequenciamen¬ 
to de 2,7 bilhoes de pares de nucleotidios de DNA huma- 
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no. A analise desse DNA por computador sugeriu que o 
genoma humano continha entre 30.000 e 40.000 genes. 
Analises mais recentes apontaram um menor numero de 
genes, cerca de 20.500. Esses genes foram catalogados 
por localizagao, estrutura e possivel fungao. Os esforgos 
agora se concentram em estudar como os genes influen- 
ciam a miriade de caracteristicas dos seres human os. 

Os genomas de muitos outros microrganismos - bacte- 
rias, fungos, vegetais, protistas e animals — tambem foram 
sequenciados. Grande parte desse trabalho fol realizado 
sob os auspfcios do Projeto Genoma Humano ou de pro- 
jetos intimamente ligados a ele. A princfpio, as tentativas 
de sequenciamento concentraram-se em microrganis¬ 
mos especialmente favoraveis a pesquisa genetica. Em 
muitas partes deste livro, exploramos as maneiras como 
os pesquisadores usaram esses organismos-modelo para 
ampliar o conhecimento genetico. Os projetos atuais de 
sequenciamento foram alem dos organismos-modelo 
e estudam diversos vegetais, animais e microbios. Por 
exemplo, os genomas do mosquito transmissor da ma¬ 
laria e do parasito de que ele e portador foram ambos 
sequenciados, assim como os genomas da abelha, do ala¬ 
mo e da ascidia. Alguns alvos desses projetos de sequen¬ 
ciamento tem significado medico, agricola ou comercial; 
outros apenas nos ajudam a compreender a organizagao 
dos genomas e sua diversificagao durante a historia da 
vida na Terra. 

Tod os os projetos de sequenciamento de DNA causa- 
ram uma transformagao fundamental na genetica. Agora 
e possivel estudar com relativa facilidade os genes em ni- 
vel molecular e estudar simultaneamente uma enorme 
quantidade de genes. Esse enfoque da genetica, que se 
originou na analise das sequencias de DNA que corn- 
poem um genoma, e denominado genomica. Isso se tor- 
nou possivel gragas aos avangos da tecnologia de sequen¬ 
ciamento de DNA, da robotica e da informatica (Figura 
1.5). Os pesquisadores atualmente sao capazes de cons- 
truir e examinar enormes bancos de dados contendo se- 



■ FIGURA 1.5 Um pesquisador depositando as amostras em um se- 
quenciador de DNA automatico. 


quencias de DNA para resolver duvidas geneticas. Embo- 
ra hoje existam muitos bancos de dados uteis, vamos nos 
concentrar no banco de dados montado pelo National 
Center for Biotechnology Information (NCBI), mantido pelos 
National Institutes of Health dos EUA. Os bancos de da¬ 
dos do NCBI - disponiveis gratuitamente na internet em 
http://www.ncbi.nih.gov — sao inestimaveis repositories 
de informagoes sobre genes, proteinas, genomas, publi- 
cagoes e outros dados importantes nos campos da gene¬ 
tica, bioquimica e biologia molecular. Eles contem as se¬ 
quencias completas de nucleotidios de todos os genomas 
sequenciados ate hoje e sao continuamente atualizados. 
Alem disso, o site do NCBI dispoe de recursos que podem 
ser usados para pesquisar itens especificos de interesse 
- sequencias de genes e proteinas, artigos de pesquisas 
e assim por diante. No Capitulo 15, apresentaremos al¬ 
guns desses recursos, e, ao longo de todo o livro, no fim 
de cada capitulo, incentivaremos a visita ao site do NCBI, 
que ajudara a responder as perguntas especificas. 


PONTOS ESSENCIAIS * Gregor Mendel propos a existencia de particulas - agora denominadas genes -para expUcar a 

heranga das caracteristicas geneticas 

• Os alelos, formas altemativas dos genes, sao responsaveis pelas diferen^as hereditdrias entre os 
individuos 


• James Watson e Francis Crick elucidaram a estrutura do DNA, uma macromolecula constitui- 
da de duos cadeias complementares de nucleotidios 

• O DNA e o material hereditario em todas as formas de vida, exceto alguns tipos de virus, que 
tem o UNA como material hereditario 


• O Projeto Genoma Humano identijicou a sequencia de nucleotidios no DNA do genoma humano 

• O sequenciamento do DNA de um genoma fomece os dados para identificar e catalogar todos 
os genes de um organismo. 
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DNA como material genetico 

Em biologia, a informagao flui do DNA para o RNA e, 
depois, para as protemas. 

O material genetico de todos os organismos celulares e 
o DNA. Esse material tem de ser capaz de se replicar de 
modo que as copias possam ser transmitidas de uma ce- 
lula para outra e dos pais para a prole; precisa conter 

informagoes para orientar as atividades celulares e guiar 
o desenvolvimento, a atividade e o comportamento dos 
organismos; e tem de ser capaz de se modificar de modo 
que, com o tempo, os grupos de organismos possam se 
adaptar as diferentes circunstancias. 

REPLICACAO DO DNA | PROPACA^AO 
DA INFORMACAO GENETICA 

O material genetico de um organismo e transmitido da 
celula-mae para as celulas-filhas durante a divisao celular. 
Tambem e transmitido dos pais para a prole na repro- 
dugao. A transmissao fiel do material genetico de uma 
celula ou um organismo para outro depende da capa- 
cidade de replicagao das moleculas de DNA bifilamen- 
tar. A replicagao do DNA e extraordinariamente exata. 
Moleculas constitufdas de centenas de milhoes de pares 
de nucleotidios sao duplicadas com poucos erros ou ate 
mesmo sem erros. 

O processo de replicagao do DNA baseia-se na natu- 
reza complementar dos filamentos que constituent as 
moleculas bifilamentares de DNA (Figura 1.6). Esses fila¬ 
mentos sao mantidos unidos por ligagoes de hidrogenio 
relativamente fracas entre pares de bases especfficos - A 
com T e G com C. Quando essas ligagoes se rompem, os 
filamentos separados servem de molde para a sfntese de 


novos filamentos. Esses novos filamentos sao montados 
pela incorporagao gradual de nucleotidios opostos aos 
nucleotidios dos filamentos usados como molde. A incor¬ 
poragao segue as regras de pareamento de bases. Assim, 
a sequencia de nucleotidios de um filamento que esta 
sendo sintetizado e ditada pela sequencia de nucleotidios 
do filamento-molde. No fim do processo de replicagao, 
cada filamento-molde faz par com um filamento recem- 
-sintetizado. Assim, de uma molecula dupla de DNA ori¬ 
ginal sao criadas duas moleculas duplas identicas. 

O processo de replicagao do DNA nao ocorre espon- 
taneamente. Como a maioria dos processos bioqufmicos, 
e catalisada por enzimas. Nos analisaremos os detalhes 
da replicagao do DNA, inclusive os papeis de diferentes 
enzimas, no Capftulo 10. 

EXPRESSAO GENICA | USO DA 
INFORMACAO GENETICA 

As moleculas de DNA con tem informagoes que dirigem 
as atividades celulares e guiam o desenvolvimento, a ati¬ 
vidade e o comportamento dos organismos constitufdos 
por essas celulas. As informagoes sao codificadas em se- 
quencias de nucleotidios nas moleculas de DNA do ge- 
noma. Entre os organismos celulares, o menor genoma 
conhecido e o do Mycoplasma gmitalium: 580.070 pares 
de nucleotidios. Em contrapartida, o genoma humano e 
composto de 3,2 bilhoes de pares de nucleotidios. Nesses 
e em todos os outros genomas, as informagoes contidas 
no DNA sao organizadas em unidades que chamamos de 
genes. Um M. genitalium tem 482 genes, enquanto um 
espermatozoide humano tem cerca de 20.500 genes. 
Cada gene e um trecho de pares de nucleotidios ao lon- 
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Molecula de Separacao dos 

DNA parental filamentos parentais 


Sfntese de novos 
filamentos complementares 


Duas moleculas-filhas 
de DNA identicas 



■ FICURA 1.6 Replicagao do DNA. Os dois filamentos da molecula parental estao orientados em sentidos opostos (ver setas). Esses filamentos 
separam-se e novos filamentos sao sintetizados usando-se como molde o filamento parental. Quando a replicagao e conclufda, foram produ- 
zidas duas moleculas de DNA bifilamentar identicas. 
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go de uraa molecula de DNA. Uma molecula de DNA 
especifica pode conter milhares de genes diferentes. Em 
uma celula de M. genitalium , todos os genes estao situa- 
dos em uma molecula de DNA — o unico cromossomo 
desse organismo. Em um espermatozoide humano, os 
genes estao situados em 23 diferentes moleculas de DNA 
correspondentes aos 23 cromossomos da celula. A maior 
parte do DNA do M. genitalium e constitufda de genes, 
ao contrario da maior parte do DNA de seres humanos 

— ou seja, a maior parte do DNA humano nao e genica. 
Nos investigaremos a composigao genica e nao genica 
dos genomas em muitas partes deste livro, sobretudo no 
Capftulo 15. 

Como e organizada e expressa a informagao em cada 
gene? Essa questao e central em genetica, e nos a abor- 
daremos nos Capitulos 11 e 12. Por enquanto e suficien- 
te dizer que a maioria dos genes contem as instrugoes 
para a sintese de proteinas. Cada proteina e formada 
por uma ou mais cadeias de aminoacidos. Essas cadeias 
sao denominadas polipeptfdios. Os 20 tipos diferentes de 
aminoacidos encontrados na natureza podem ser as- 
sociados a uma miriade de maneiras para formar po¬ 
lipeptfdios. Cada polipeptfdio tern uma sequencia ca- 
racterfstica de aminoacidos. Alguns polipeptfdios sao 
curtos - apenas alguns aminoacidos de comprimento 

— enquanto outros sao enormes - milhares de aminoa¬ 
cidos de comprimento. 

A sequencia de aminoacidos em um polipeptfdio e 
especificada por uma sequencia de unidades codifican- 
tes elementares em um gene. Essas unidades codifican- 
tes elementares, denominadas codons, sao trinucleotfdios 
adjacentes. Um gene tfpico pode conter centenas ou 
ate mesmo milhares de codons. Cada codon especifica 
a incorporagao de um aminoacido em um polipeptfdio. 
Assim, as informagoes codificadas em um gene sao usa- 
das para orientar a sintese de um polipeptfdio, que geral- 
mente e denominado produto genico. As vezes, depen- 
dendo da maneira de uso das informagoes codificantes, 
um gene pode codificar varios polipeptfdios; no entanto, 
esses polipeptfdios geralmente estao todos relacionados 
pela existencia de alguma sequencia comum de aminoa¬ 
cidos. 

A expressao de informagoes geneticas para produzir 
um polipeptfdio e um processo dividido em dois estagios 
(Figura 1.7). Em primeiro lugar, as informagoes contidas 
no DNA de um gene sao copiadas em uma molecula de 
RNA. O RNA e montado gradualmente ao longo de um 
dos filamentos do duplex de DNA. Durante esse processo 
de montagem, A no RNA pareia com T no DNA, G no 
RNA pareia com C no DNA, C no RNA pareia com G 
no DNA, e U no RNA pareia com A no DNA. Assim, a 
sequencia de nucleotfdios do RNA e determinada pela 
sequencia de nucleotfdios de um filamento de DNA no 
gene. O processo que produz essa molecula de RNA e 
denominado transcrigao, e o RNA propriamente dito e o 
transcrito. Por fim, o transcrito de RNA separa-se de seu 
molde de DNA e, em alguns organismos, e alterado por 
adigao, delegao ou modificagao de nucleotfdios. A mo¬ 


lecula pronta, denominada RNA mensageiro, ou apenas 
mRNA, contem todas as informagoes necessarias para a 
sintese de um polipeptfdio. 

O segundo estagio na expressao da informagao de 
um gene e a tradugao. Nesse estagio, o mRNA do gene 
serve de molde para a sintese de um polipeptfdio. Cada 
codon do gene, agora presente na sequencia do mRNA, 
especifica a incorporagao de um aminoacido especffico 
a cadeia polipeptfdica. Um aminoacido e acrescentado 
de cada vez. Assim, o polipeptfdio e sintetizado gradual¬ 
mente pela leitura ordenada dos codons. Quando o poli¬ 
peptfdio esta pronto, dissocia-se do mRNA, dobra-se em 
um formato tridimensional preciso e, entao, executa sua 
fungao na celula. Alguns polipeptfdios sao alterados pela 
retirada do primeiro aminoacido, geralmente a metioni- 
na, da sequencia. 

O conjunto de todas as diferentes proteinas de um or¬ 
ganismo e o proteoma. Os seres humanos, com cerca de 
20.500 genes, podem ter centenas de milhares de protef- 
nas diferentes em seu proteoma. Uma explicagao para 
o grande tamanho do proteoma humano e que um de- 
terminado gene pode codificar varios polipeptfdios di¬ 
ferentes, mas relacionados, e esses polipeptfdios podem 
associar-se de maneiras complexas para produzir diferen¬ 
tes proteinas. Outra razao e que as proteinas podem ser 
produzidas por associagao de polipeptfdios codificados 
por diferentes genes. Se o numero de genes no genoma 
humano e grande, o numero de proteinas no proteoma 
humano e verdadeiramente enorme. 

O estudo de todas as proteinas nas celulas - sua com- 
posigao, as sequencias de aminoacidos em seus polipep¬ 
tfdios constituintes, as interagoes entre esses polipep¬ 
tfdios e entre diferentes proteinas, e, evidentemente, 
as fungoes dessas moleculas complexas — e denomi¬ 
nado protedmica. Assim como a genomica, a proteomi- 
ca tornou-se possfvel gragas a avangos nas tecnologias 
usadas para estudar os genes e os produtos genicos, e 
pelo desenvolvimento de programas de computador 
para pesquisar bancos de dados e analisar sequencias 
de aminoacidos. 

A partir de todas essas consideragoes, esta claro que a 
informagao passa dos genes, constitufdos de DNA, para 
os polipeptfdios, compostos de aminoacidos, por meio 
de um intermediario, constitufdo de RNA (Figura 1.8). 
Assim, em um sentido amplo, o fluxo da informagao 
segue na ordem DNA —> RNA —> polipeptfdio, uma se¬ 
quencia que geralmente e considerada como o dogma cen¬ 
tral da biologia molecular. Em varios capitulos veremos as 
circunstancias em que a primeira parte dessa sequencia 
e invertida — isto e, o RNA e usado como molde para a 
sintese de DNA. Esse processo, denominado transcrigdo 
reversa, tem papel importante nas atividades de alguns ti¬ 
pos de virus, inclusive do virus causador da sfndrome de 
imunodeficiencia adquirida, ou AIDS; ele tambem afeta 
intensamente o conteudo e a estrutura dos genomas de 
muitos organismos, inclusive o genoma humano. Exami- 
naremos o impacto da transcrigao reversa sobre os geno¬ 
mas no Capftulo 17. 
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Ja se acreditou que todos, ou quase todos, os genes 
codificavam polipeptidios. No entanto, pesquisas recen- 
tes mostraram que essa ideia nao e correta. Muitos genes 
nao codificam polipeptidios; em vez disso, seus produtos 
iinais sao moleculas de RNA que desempenham papeis 
importantes nas celulas. Nos analisaremos esses RNA e os 
genes que os produzem nos Capftulos 11 e 19. 


MUTACAO I MUDANCA NA 
INFORMACAO GENETICA 

A replicagao do DNA e um processo de extraordinaria pre- 
cisao, mas nao e perleito. Ha uma frequencia baixa, mas 
mensuravel, de erros de incorporagao dos nucleotidios as 
cadeias de DNA em crescimento. Essas alteragoes tem o 
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■ FIGURA 1.7 Expressao do gene humano HBB que codifica o poiipeptidio (3-globina da hemoglobina. Durante a transcrigao (1 a etapa), um 
fitamento do DNA do HBB (aqui o filamento inferior destacado) serve como molde para sintese de um filamento complementar de RNA. Depois 
de sofrer modificagoes, o mRNA (RNA mensageiro) resultante e usado como molde para sintetizar o poiipeptidio (3-globina. Esse processo e 
chamado de tradugao (2 a etapa). Durante a tradugao, cada codon de trinucleotldio no mRNA especifica a incorporagao de um aminoacido 
a cadeia polipeptldica. A tradugao e iniciada por um codon de inidagao, que especifica a incorporagao do aminoacido metionina (Met), e 
conclulda por um codon de terminagao, que nao especifica a incorporagao de nenhum aminoacido. Conclufda a tradugao, a metionina inicial e 
removida (3 a etapa) para produzir o poiipeptidio p-globina maduro. 
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■ FIGURA 1.8 O dogma central da biologia molecular mostrando o mecanismo como a informagao genetica e propagada (por replicagao do 
DNA) e expressa (por transcrigao e tradugao). Na transcrigao reversa o RNA e usado como molde para a sintese de DNA. 
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potencial de alterar ou interromper as informagoes codi- 

K 

ficadas nos genes. As vezes, as moleculas de DNA sao da- 
nificadas por radiagao eletromagnetica ou por substancias 
qmmicas. Embora a lesao induzida por esses agentes possa 
ser reparada, os processos de reparo geralmente deixam 
cicatrizes. Trechos de nucleotfdios podem ser exclufdos, 
duplicados ou rearranjados na estrutura geral damolecula 
de DNA. Esses tipos de alteragoes sao chamados de muta¬ 
goes. Os genes alterados pela ocorrencia de mutagoes sao 
genes mutantes. 

Com frequencia, os genes mutantes determinam carac- 
teristicas diferentes nos organismos (Figura 1.9). Por exem- 
plo, um dos genes do genoma hum an o codifica o polipep¬ 
tidio conhecido como fl-globina. Esse polipeptidio, que 
tem 146 aminoacidos de comprimento, e um constituinte 
da hemoglobina, a protema que transporta oxigenio no 
sangue. Os 146 aminoacidos da (3-globina correspondem 
a 146 codons no gene da (3-globina. O sexto desses codons 
especifica a incorporagao de acido glutamico ao polipep¬ 
tidio. Ha incontaveis geragoes, na linhagem germinativa 
de algum individuo desconhecido, o par de nucleotfdios 
no meio desse codon loi alterado de A:T para T:A, e a 
mutagao resultante foi transmitida aos seus descend entes. 
Essa mutagao, agora disseminada em algumas populagoes 
humanas, alterou o sexto codon, de modo que ele espe¬ 
cifica a incorporagao de valina ao polipeptidio [3-globina. 
Essa alteragao aparentemente insignificante tem efeito 
prejudicial sobre a estrutura das celulas que produzem e 
armazenam hemoglobina — as hemacias. Pessoas que tem 
duas copias da versao mutante do gene da fl-globina tem 
hemacias falciformes, enquanto as pessoas que tem duas 
copias da versao nao mutante desse gene tem hemacias 
discoides. As celulas falciformes nao transportam oxige¬ 
nio com eficiencia no corpo. Assim sendo, as pessoas que 
tem hemacias falciformes desenvolvem uma doenga grave, 
na verdade tao grave que pode levar a morte. Portanto, 
a doenga falciforme esta relacionada com uma mutagao 
no gene da fl-globina. Nos investigaremos a natureza e as 
causas de mutagoes como essa no Capitulo 13. 

O processo de mutagao tem outro aspecto — introduz 
variabilidade no material genetico dos organismos. Com 
o tempo, os genes mutantes podem se disseminar em 
uma populagao. Por exemplo, voce pode se perguntar 
por que o gene mutante da fl-globina e relativamente co¬ 
mum em algumas populagoes humanas. Verifica-se que 
pessoas que tem um alelo mutante e outro nao mutante 
desse gene sao menos suscetfveis a infecgao pelo parasito 


causador da malaria, presente no sangue. Portanto, essas 
pessoas tem maior chance de sobrevivencia nos ambien- 
tes em que ha ameaga de malaria. Em vista dessa maior 
sobrevivencia, tem mais filhos que outras pessoas, e o 
alelo mutante pode se disseminar. Esse exemplo indica 
como a constituigao genetica de uma populagao — nesse 
caso, a populagao humana — pode evoluir com o tempo. 
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■ FIGURA 1.9 A natureza e a consequencia de uma mutagao no gene da 
P-gLobina humana. O gene mutante ( HBB S , acima, a direita) responsavel 
pda doenga falciforme e resultado da substituigao de um unico par de 
bases no gene da p-globina ( HBB A , acima, a esquerda). A transcrigao e a 
tradugao do gene mutante produzem um polipeptidio fl-globina con- 
tendo o aminoacido valina (centra, a direita) na posigao em que a p-gto- 
bina normal contem acido glutamico (centra, a esquerda). Essa alteragao 
de um unico aminoacido resulta na formagao de hemacias falciformes 
(embaixo, a direita) em vez das celulas discoides normais (embaixo, a 
esquerda). As celulas falciformes causam uma forma grave de anemia. 


PONTOS ESSENCIAIS 




Na replicagao do DNA, cada filamento de uma molicula bijilamentar serve de molde para a 
sintese de um filamento complementar 

Na expressao da informagao genetica, um filamento de um duplex de DNA do gene e usado 
como molde para a sintese de um filamento complementar de IiNA 

Na maioria dos genes, a sintese de RNA (transcrigao) gera uma molecula (o ENA transcrito) 
que se toma um RNA mensageiro (mRNA) 

A injbrmagao codificada em um mRNA e traduzida em uma sequencia de aminoacidos em um 
polipeptidio 

As mutagoes sao capazes de alterar a sequencia de DNA de um gene 
A variabilidade genetica criada por mutagao e a base da evolugdo bioldgica. 
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Genetica e evolugao 

A genetica tem muito a contribuir para o estudo cientifico 
da evolugao. 

% 

A medida que as mutagoes se acumulam no DNA ao lon- 
go de muitas geragoes, nos vemos seus ef'eitos como dife- 
rengas entre os organism os. As linhagens de ervilhas de 
Mendel tinham diferentes genes mutantes, assim como 
as pessoas de diferentes grupos ancestrais. Em quase to- 
das as especies, ao menos parte da variagao observavel 
tern base genetica. Em meados do seculo 19, Charles Da¬ 
rwin e Alfred, Wallace, ambos contemporaneos de Mendel, 
propuseram que essa variagao torna possivel modificar a 
especie — isto e, evoluir - com o tempo. 

As ideias de Darwin e Wallace revolucionaram o 
pensamento cientifico. Eles introduziram uma pers- 
pectiva historica na Biologia e deram credibilidade ao 
conceito da existencia de um parentesco entre todos 
os seres vivos em razao da descendencia de um ances¬ 
tral comum. No entanto, quando essas ideias foram 
propostas, o trabalho de Mendel sobre hereditarieda- 
de ainda estava em curso e a ciencia da genetica ain- 
da nao nascera. As pesquisas sobre evolugao biologica 
foram estimuladas quando as descobertas de Mendel 
vieram a tona no infcio do seculo 20, e seguiram um 
novo rumo quando, no fim do seculo, surgiram as tec- 
nicas de sequenciamento do DNA. Estas tecnicas tor- 
nam possivel ver semelhangas e diferengas entre os ma¬ 
terials geneticos de diversos organismos. Supondo-se 
que as sequencias de nucleotfdios no DNA sao resulta- 
do de processos historicos, e possivel interpretar essas 
semelhangas e diferengas a luz do tempo. Organismos 
com sequencias de DNA muito semelhantes descen- 
dem de um ancestral comum recente, ao passo que 
organismos com sequencias de DNA menos semelhan¬ 
tes tem um ancestral comum mais remoto. Seguindo 
essa logica, os pesquisadores conseguem estabelecer 
as relagoes historicas entre os organismos (Figura 1.10). 
Chamamos essas relagoes de arvore filogenetica, ou de 
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■ FIGURA 1.10 Arvore filogenetica mostrando as relagoes evolutivas 
entre 11 vertebrados diferentes. Essa arvore foi construida compa- 
rando-se as sequencias do gene para o citocromo b, uma protefna 
que participa do metabolismo energetico. Os 11 animais diferentes 
foram posicionados na arvore de acordo com a semelhanga das se¬ 
quencias do gene do citocromo b. Essa arvore e compatfvel com ou- 
tras informagoes {p. ex., dados obtidos do estudo de fosseis), exceto 
pelas posigoes das tres especies de peixes. Na verdade, os cobitfdeos 
estao mais prdximos da carpa que da truta. Essa discrepancy ressalta 
a necessidade de cuidado ao interpretar os resultados das compara- 
goes de sequencias de DNA. 


modo simplificado, filogenia, palavra derivada do grego 
que significa “a origem das tribos”. 

Hoje, a construgao de arvores filogeneticas e uma par¬ 
te importante do estudo da evolugao. Os biologos usam 
os abundantes dados dos projetos genomas e de outras 
pesquisas, como o programa “Tree of Life” (arvore da 
vida) da National Science Foundation dos EUA, combi- 
nados aos dados anatomic os obtidos em organismos vivos 
e fossilizados para discernir as relagoes evolutivas entre as 
especies. Nos analisaremos a base genetica da evolugao 
nos Capftulos 23 e 24. 


PONTOS ESSENCIAIS 


A evolugao depende da ocorrencia, transmissao e dissemina^do de genes mutantes em grupos 
de organismos 




Os dados da sequencia de DNA tomam possivel estudar o processo kistorico da evolugao. 


Nfveis de analise genetica 


Os geneticistas abordam sua ciencia de diferentes pontos 
de vista - de um gene, de uma molecula de DNA ou de 
uma populagao de organismos. 


A analise genetica e l’eita em diferentes nfveis. O tipo mais 
antigo de analise genetica segue os passos de Mendel, en- 


fatizando como as caracterfsticas sao herdadas quando 
ha hibridizagao de diferentes linhagens de organismos. 
Outro tipo de analise genetica segue os passos de Watson 
e Crick e de um grupo de pessoas que trabalharam nos 
varios projetos genomas, dando destaque a constituigao 
molecular do material genetico. Um terceiro tipo de ana- 
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lise genetica imita Darwin e Wallace, enfocando popula¬ 
tes inteiras de organism os. Todos esses niveis de ana- 
lise genetica fazem parte da rotina das pesquisas atuais; 
embora os encontremos em diferentes partes deste livro, 
descreveremo-los resumidamente aqui. 

CENtTICA CLASSICA 

O periodo anterior a descoberta da estrutura do DNA 
geralmente e denominado era da genetica classica . Du¬ 
rante esse tempo, os geneticistas dedicaram-se a essa 
ciencia analisando resultados de cruzamentos entre di¬ 
ferentes linhagens de organismos, como Mendel fizera 
em seu trabalho sobre ervilhas. Nesse tipo de analise, 
os genes sao identificados pelo estudo da heranga das 
diferengas de caracteristicas — ervilhas altas e ervilhas 
baixas, por exemplo — na prole dos cruzamentos. As 
diferengas de caracteristicas sao determinadas por for- 
mas alternativas de genes. As vezes, mais de um gene 
influencia uma caracterfstica e, em algumas ocasioes, 
as condigoes ambientais — por exemplo, temperatura 
e nutrigao - produzem um efeito. Essas complicagoes 
podem dilicultar a analise da heranga. 

A abordagem classica de estudo dos genes tambem 
pode ser coordenada com estudos da estrutura e do corn- 
portamento dos cromossomos, as entidades celulares que 
contem os genes. Mediante analise dos padroes de he¬ 
ranga, os geneticistas podem localizar genes em cromos¬ 
somos especificos. Analises mais detalhadas permitem 
localizar genes em posigoes especificas nos cromossomos 
— procedimento denominado mapeamento cromossomi- 
co. Como esses estudos enfatizam a transmissao de genes 
e cromossomos de uma geragao para a proxima, muitas 
vezes sao denominados exercfcios de genetica de transmis- 
sao. No entanto, a genetica classica nao esta limitada a 
analise da transmissao de genes e cromossomos. Tambem 
estuda a natureza do material genetico — o mecanismo de 
controle de caracteristicas e de mutagao. Apresentamos 
as caracteristicas essenciais da genetica classica nos Capi- 
tulos 3 a 8. 

GENETICA MOLECULAR 

Com a descoberta da estrutura do DNA, a genetica en- 
trou em uma nova fase. Entao, era possivel estudar a 
replicagao, a expressao e a mutagao de genes em nivel 
molecular. Essa abordagem da analise genetica elevou- 
-se a um novo nivel quando se tornou possivel sequen- 
ciar com facilidade as moleculas de DNA. A analise ge¬ 


netica molecular tern origem no estudo das sequencias 
de DNA. O conhecimento de uma sequencia de DNA e 
a comparagao com outras sequencias possibilitam ao ge- 
neticista definir um gene quimicamente. E possivel iden- 
tificar os componentes internos do gene — sequencias 
codificantes, sequencias reguladoras e sequencias nao 
codificantes — e prever a natureza do polipeptidio codi- 
ficado pelo gene. 

No entanto, a abordagem molecular de analise geneti¬ 
ca e muito mais que o estudo das sequencias de DNA. Os 
geneticistas aprenderam a cortar as moleculas de DNA 

j* 

em locais especificos. E possivel retirar genes inteiros, ou 
pedagos de genes, de uma molecula de DNA e inseri-los 
em outra. Essas moleculas de DNA “recombinantes” po¬ 
dem ser replicadas em celulas bacterianas ou ate mesmo 
em tubos de ensaio aos quais sao acrescentadas enzimas 
apropriadas. Em uma tarde e possivel gerar miligramas 
de um determinado gene em laboratorio. Em suma, os 
geneticistas aprenderam como manipular os genes mais 
ou menos a vontade, e essa manipulagao habilidosa pos- 
sibilitou aos pesquisadores estudar fenomenos geneti- 
cos com muitos detalhes. Eles aprenderam ate mesmo a 
transferir genes de um organismo para outro. Nos apre¬ 
sentamos exemplos de analise genetica molecular em 
muitos capitulos deste livro. 

GENETICA DE POPULAgdES 

A genetica tambem pode ser estudada em toda popula¬ 
gao de organismos. Individuos de uma populagao po¬ 
dem ter alelos diferentes de um gene; talvez eles tenham 
alelos diferentes de muitos genes. Essas diferengas tor- 
nam as pessoas geneticamente distintas, talvez ate mes¬ 
mo unicas. Em outras palavras, a constituigao genetica 
dos membros de uma populagao varia. Os geneticistas 
buscam documentar essa variabilidade e compreender 
seu significado. A abordagem mais basica e identificar 
as frequencias de alelos especificos em uma populagao 
e, entao, verificar se essas frequencias se modificam 
com o tempo. Em caso afirmativo, a populagao esta evo- 
luindo. Portanto, a avaliagao da variabilidade genetica 
em uma populagao e a base para o estudo da evolugao 
biologica. Tambem e util no esforgo de compreender a 
heranga de caracteristicas complexas, como o tamanho 
do corpo ou a suscetibilidade a doengas. Muitas vezes, 
as caracteristicas complexas sao de consideravel inte- 
resse por terem importancia agricola ou medica. Nos 
discutiremos a analise genetica de populagoes nos Ca¬ 
pitulos 22, 23 e 24. 


PONTOS ESSENCIAIS • Na analise genetica classica, os genes sao estudados por acompanhamento da heranga de 

caracteristicas em cruzamentos entre diferentes linhagens de um organismo 

* Na analise genetica molecular, os genes sao estudados por isolamento , sequenciamento e mani¬ 
pulate do DNA e por exame dos produtos da expressao genica 

• Na analise genetica de populagoes, os genes sao estudados por avaliagao da variabilidade 
entre individuos de um grupo de organismos. 
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Genetica no mundo | A plica goes da genetica nos 
empreendimentos_humanos _ 


A genetica e relevante em muitos lugares fora do labora- 
torio de pesquisa. 

A analise genetica moderna com egou na clausura de um 
mosteiro europeu; hoje e um empreendimento mundial. 
O significado e o escopo internacional da genetica sao 
evidentes nas revistas cientificas modernas, que apresen- 
tam o trabalho de geneticistas de muitos parses. Tambem 
sao evidentes na miriade de aplicagoes da genetica na 
agricultura, na medicina e em muitos outros empreen- 
dimentos human os em todo o mundo. Nos abordaremos 
algumas dessas aplicagoes nos Capftulos 14, 15, 16, 23 e 
24. Esta segao apresenta alguns destaques. 

GENETICA NA AGRICULTURA 

For ocasiao do surgimento das primeiras civilizagoes, os 
seres humanos ja haviam aprendido a cultivar vegetais 
e a criar animais. Tambem ja sabiam melhorar vegetais 
e animais por cruzamento seletivo. Essa aplicagao pre- 
-mendeliana dos fundamentos da genetica teve efeitos 
marcantes. Depois de milhares de geragoes, as especies 
domesticadas de vegetais e animais tornaram-se muito 
diferentes de seus ancestrais selvagens. Por exemplo, a 
aparencia e o comportamento do gado bovino foram mo 
dificados (Figura 1.11), e o milho, que descende de uma 
grarmnea selvagem chamada teosinto (Figura 1.12), mu- 
dou tanto que nao cresce mais sem ser cultivado pelo ser 
humano. 

Os programas de reprodugao seletiva - agora esclareci- 
dos pela teoria genetica - continuam a ter papel importan- 
te na agricultura. Variedades de alto rendimento de trigo, 
milho, arroz e muitos outros vegetais foram desenvolvidas 
por criadores para alimentar uma populagao humana cada 
vez maior. Tecnicas de reprodugao seletiva tambem foram 
aplicadas a animais como gado bovino de corte e leiteiro, 
suinos e ovinos, bem como a horticultura, como de arvores 
de sombra, grama e flores de jardim. 

A partir da decada de 1980, as tecnicas classicas de 
melhoramento de vegetais e animais foram comple- 
mentadas - e em alguns casos, suplantadas - por tecnicas 


de genetica molecular. Mapas geneticos detalhados dos 
cromossomos de varias especies foram elaborados para 
apontar genes de interesse agrfcola. A localizagao de ge¬ 
nes para caracteristicas como produtividade de graos ou 
resistencia a doengas possibilitava aos criadores elaborar 
estrategias para incorporar determinados alelos as varie¬ 
dades agricolas. Esses projetos de mapeamento foram 
incessantes e culminaram com o sequenciamento com- 
pleto do genoma de algumas especies. Outros projetos 
de sequenciamento do genoma de vegetais e animais 
ainda estao em curso. Todos os tipos de genes poten- 
cialmente uteis estao sendo identificados e estudados 
nesses projetos. 

Criadores de vegetais e animais tambem estao empre- 
gando tecnicas de genetica molecular para introduzir 
genes de outras especies em vegetais e animais. Esse pro¬ 
cess o de modificar a constituigao genetica de um organis- 
mo foi inicialmente desenvolvido com especies de teste, 
como a mosca-das-frutas, Hoje e muito usado para am- 
pliar o material genetico de muitos tipos de seres vivos. 
Vegetais e animais alterados pela introdugao de genes es- 
tranhos sao denominados OGM - organismos geneticamen- 
te modificados. O milho BT e um exemplo. Muitas varie¬ 
dades de milho cultivadas atualmente nos EUA tern um 
gene da bacteria Bacillus tkuringimsis. Esse gene codifica 
uma protema toxica para muitos insetos. As linhagens de 
milho que tern o gene para toxina BT sao resistentes ao 
ataque da broca-do-milho, um inseto que causou enor- 
mes prejuizos no passado (Figura 1.13). Assim, o milho BT 
produz seu proprio inseticida. 

O desenvolvimento e o uso de OGM tem provoca- 
do controversia em todo o mundo. Por exemplo, par¬ 
ses africanos e europeus relutaram em cultivar o milho 
BT ou em comprar o milho BT cultivado nos EUA. A 
relutancia e motivada por varios fatores, entre eles os 
conflitos de interesses de pequenos fazendeiros e gran- 
des corporagoes agricolas, bem como as preocupagoes 
com a seguranga do consumo de alimentos genetica- 
mente modificados. Tambem ha uma preocupagao de 
que o milho BT possa destruir especies de insetos nao 
daninhos, como as borboletas e as abelhas. Avangos da 
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II FIGURA 1"1 Ragas de gado de corte. 
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■ FICURA 1.12 Espigas de milho (direita) e seu ancestral, teosinto (esquerda). 




A B 

■ FIGURA 1.13 Uso agricota de um vegetal geneticamente modificado em agricultura. A. Broca-do-milho, Ostrinia nubilalis, alimentando-se do 
caule do milho. B. Comparagao de caules de milhos resistente (em cima) e suscetivel (embaixo) a broca-do-milho. A planta resistente expressa 
um gene para uma proteina inseticida derivada do Bacillus thuringiensis. 


genetica molecular garantiram os metodos e o material 
para a transformaqao profunda da agricultura. Hoje, os 
estrategistas politicos estao lutando com as implicates 
dessas novas tecnologias. 

GENETICA NA MEDICINA 

A genetica classica apresentou aos medicos uma longa 
lista de doengas causadas por genes mutantes. O estudo 
dessas doengas comegou logo apos a redescoberta do tra- 
balho de Mendel. Em 1909, Archibald Garrod, medico 
e bioqufmico britanico, public ou um livro intitulado In¬ 
born Errors of Metabolism (Erros Inatos do Metabolismo). 
Nesse livro, Garrod documentou como as anormalidades 
metabolicas podem estar associadas a alelos mutantes. 
A pesquisa foi produtiva, e, nas decadas seguintes, foi 
identificado e catalogado um grande numero de distur- 
bios humanos hereditarios. A partir desse trabalho, os 
medicos aprenderam a diagnosticar doengas geneticas, 
a rastrea-las nas famflias e a prever as chances de um 
determinado indivfduo herda-las. Hoje alguns hospitais 
tern prolissionais conhecidos como conselheiros geneticos, 


especializados em orientar as pessoas acerca dos riscos 
de herdar ou transmitir doengas geneticas. Discorrere- 
mos sobre alguns aspectos do aconselhamento genetico 
no Capftulo 3. 

As doengas geneticas, como as que Garrod estudou, 
sao individualmente bastante raras na maioria das popu- 
lagoes humanas. Por exemplo, em recem-nascidos, a in- 
cidencia de fenilcetonuria, um disturbio do metabolismo 
dos aminoacidos, e de apenas 1 em 10.000. No entanto, 
os genes mutantes tambem contribuem para enfermida- 
des humanas mais prevalentes — cardiopatia e cancer, por 
exemplo. No Capftulo 22 exploraremos tecnicas usadas 
para avaliar os riscos geneticos de caracterfsticas comple- 
xas como a suscetibilidade a cardiopatias, e no Capftu¬ 
lo 21 examinaremos a base genetica do cancer. 

Os avangos da genetica molecular estao fornecendo 
novos metodos de detecgao de genes mutantes em indivf- 
duos. Agora os exames diagnosticos com base na analise 
do DNA estao prontamente disponfveis. Por exemplo, 
um laboratorio hospitalar pode pesquisar, em amostra 
de sangue ou material colhido da bochecha com swab, 
um alelo mutante do gene BRCA1 que causa forte pre- 
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disposigao de seus portadores ao cancer de mama. Uma 
mulher que ten ha o alelo mutante pode ser aconselhada 
a fazer uma mastectomia para evitar o cancer de mama. 
Portanto, a aplicagao dessas novas tecnologias de geneti¬ 
ca molecular costuma levantar questoes dificeis para as 
pessoas envolvidas. 

A genetica molecular oferece ainda novos metodos 
para tratamento de doengas. Durante decadas, os dia- 
beticos usaram insulina obtida de animais — geralmente 
de porcos. Hoje, fabrica-se insulina human a perfeita em 
celulas bacterianas que tem o gene da insulina humana. 
Grandes quantidades dessas celulas sao cultivadas para 
produzir o polipeptfdio insulina em escala industrial. 
O hormonio do crescimento humano, antes isolado de 
cadaveres, tambem e produzido por celulas bacterianas. 
Este hormonio e usado para tratar criangas que nao o 
produzem em quantidade suficiente por terem um alelo 
mutante do gene do hormonio do crescimento. Sem a 
administragao de hormonio, essas criangas seriam anas. 
Muitas outras protefnas importantes para a medicina sao 
produzidas rotineiramente em celulas bacterianas nas 
quais se inseriu o gene humano correspondente. A pro¬ 
dugao dessas protefnas em larga escala e uma faceta da 
industria de biotecnologia em expansao. Estudaremos os 
modos de produgao de protefnas humanas em celulas 
bacterianas no Capftulo 16. 

A terapia genica humana e outro mecanismo de uso 
da tecnologia de genetica molecular no tratamento de 
doengas. A estrategia desse tipo de tratamento e inserir 
uma copia ativa e saudavel de determinado gene nas ce¬ 
lulas de um indivfduo que tem apenas copias mutantes 
desse gene. Assim, o gene inserido pode neutralizar os 
genes defeituosos que o indivfduo herdou. Ate hoje, a 
terapia genica humana teve resultados ambfguos. As ten- 
tativas de curar indivfduos com fibrose cfstica (CF), um 
disturbio respiratorio grave, introduzindo copias do gene 
CF normal nas celulas pulmonares nao tiveram exito. No 
entanto, medicos geneticistas tiveram algum sucesso no 
tratamento de disturbios do sistema imune e das celulas 
do sangue por introdugao de genes normals apropriados 
nas celulas da medula ossea, que depois se diferenciaram 
em celulas imunes e celulas do sangue. Discutiremos so- 
bre as tecnologias emergentes da terapia genica humana 
e alguns dos rise os associados no Capftulo 16. 


GENETICA NA SOCIEDADE 

As sociedades modernas depend em muito da tecnologia 
originada das pesquisas em ciencias basicas. Nossas in- 
dustrias e servigos sao construfdos sob re tecnologias para 
produgao em massa, cornunicagao instantanea e proces- 
samento extraordinario de info imagoes. Nossos estilos 
de vida tambem dependem dessas tecnologias. Em um 
nfvel mais fundamental, as sociedades modernas depen¬ 
dem da tecnologia para obter alimento e saude. Ja vimos 
como a genetica esta contribuindo para essas importan¬ 
tes necessidades. No entanto, a genetica tambem tem ou- 
tros tipos de impacto na sociedade. 

Um tipo de impacto e o economico. Descobertas de 
pesquisas geneticas deram origem a incontaveis empreen- 
dimentos comerciais na industria da biotecnologia. Em- 
presas que comercializam produtos farmaceuticos e 
testes diagnosticos, ou que prestam servigos como ana- 
lise do perfil de DNA, contribufram para o crescimen¬ 
to economico mundial. Outro impacto e o jurfdico. As 
sequencias de DNA sao diferentes em cada indivfduo, e 
a analise dessas diferengas possibilita a identificagao das 
pessoas. Atualmente, essas analises fazem parte da rotina 
em muitas situagoes — testes de paternidade, comprova- 
gao de culpa e de inocencia de acusados, garantia de re- 
clamagao de heranga e identificagao de cadaveres. Agora 
as provas baseadas em analise do DNA sao corriqueiras 
em tribunals do mundo todo. 

Mas o impacto da genetica vai alem dos aspectos ma¬ 
terial, comercial e jurfdico de nossas sociedades. Ela toca 
o amago de nossa existencia porque, afinal, o DNA - o 
objeto da genetica — e uma parte crucial de todos nos. As 
descobertas da genetica levantam questoes existenciais 
profundas, dificeis e, as vezes, perturbadoras. Quern so- 
mos nos? De onde viemos? Nossa constituigao genetica 
determina nossa natureza? Nossos talentos? Nossa capa- 
cidade de aprender? Nosso comportamento? Afeta nos¬ 
sos costumes? Afeta a organizagao de nossas sociedades? 
Influencia nossas atitudes em relagao a outras pessoas? O 
conhecimento sobre os genes e a influencia que tem sobre 
nos afetara nossas ideias de moralidade e justiga, inocencia 
e culpa, liberdade e responsabilidade? Esse conhecimento 
modificara nossa opiniao sobre o que significa ser huma¬ 
no? Queiramos ou nao, essas e outras perguntas profun¬ 
das aguardam-nos em um futuro nao tao distante. 


PONTOS ESSENCIAIS As descobertas da genetica estao modificando os procedimentos e as prdticas na agricultura e 

na medicina 

• Os avangos da genetica estao suscitando questoes eticas , juridicas, politicos, sociais e filosojicas. 
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ApLique a analise genetica basica 

1. Como as inform agoes geneticas sao expressas nas 
celulas? 

Resposta: As informagoes sao codificadas em sequencias no 
DNA. A principio, essas sequencias sao usadas para 
smtetizar RNA complementar a elas - processo deno- 
minado transcrigao - e, entao, o RNA e usado como 
molde para especificar a incorporagao de aminoa- 
cidos na sequencia de um polipeptidio ~ processo de- 
nominado tradugao. Cada aminoacido no polipepti- 
dio corresponde a uma sequencia de ires nucleotidios 
no DNA. As uincas de nucleotidios que codificam os 
diferentes aminoacidos sao denominadas codons. 


2. Qual e o significado evolutivo da mutagao? 

Resposta: A mutagao cria variagao nas sequencias de 
DNA dos genes {e nos componentes nao genicos 
do genoma tambem). Essa variagao acumula-se na 
populagao de organismos com o tempo e pode, 
eventualmente, produzir diferengas observaveis 
entre os organismos. Uma populagao pode passar 
a diferir de outra de acordo com os tipos de muta- 
goes acumuladas com o tempo. Assim, a mutagao 
promove o estimulo para os diferentes resultados 
evolutivos no nivel da populagao. 



Integre diferentes conceitos e tecnicas 



1. Suponha que um gene contenha 10 codons. Quan- 
tos nucleotidios codificantes tern o gene? Quantos 
aminoacidos devem estar presentes em seu produ- 
to polipepu'dico? Entre todos os genes possiveis 
constituidos de 10 codons, quantos polipeptidios 
diferentes poderiant ser produzidos? 


Resposta: O gene lent 30 nucleotidios codificantes. O 
produto polipeptidico deve conter 10 aminoa¬ 
cidos, cada um deles correspondente a um codon 
tio gene. Se cada codon pode especificar um dos 
20 aminoacidos naturais, entre todas as sequencias 
genicas possiveis com 10 codons de comprimento, 
podemos imaginar um total de 20 10 produtos poli- 
peptidicos - um niimero imenso! 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 



dicional 



1.1 Resuma em poucas palavras as principais ideias de 
Mendel sobre heranga. 

1.2 Tanto o DNA quanto o RNA sao compostos de 
nucleotidios. Que moleculas se combinam para 
formar um nucleotidio? 

1.3 Quais sao as bases presentes no DNA? Quais sao 
as bases presentes no RNA? Quais sao os agucares 
presentes em cada um desses acidos nucleicos? 

1.4 O que e genoma? 

1.5 A sequencia de um filamento de DNA e 
ATTGCCGTC. Se esse filamento servir de molde 
para a sintese de DNA, qual sera a sequencia do 
filamento recem-sintetizado? 

1.6 L T m gene content 141 codons. Quantos nucleoti¬ 
dios estao presentes na sequencia codificadora do 
gene? Quantos aminoacidos devem estar presentes 
no polipeptidio codificado por esse gene? 


1.7 O filamento-molde de um gene que esta sendo 
transcrito e GTTGGCAGT. Qual sera a sequencia 
do RNA produzido a parlir desse molde? 

1.8 Qual e a diferenga entre transcrigao e tradugao? 

1.9 A sintese de RNA usa como molde o DNA. Alguma 
vez ha sintese de DNA usando o RNA como molde? 
Explique. 

1.10 O gene da a-globina esta presente em todas as es- 
pecies de vertebrados. Durante milhoes de anos, 
a sequencia de DNA desse gene foi modificada 
na linhagem de cada especie, Desse modo, a se¬ 
quencia de aminoacidos da ot-globina tambem se 
modificou nessas linhagens. Entre as 141 posigoes 
de aminoacidos nesse polipeptidio, a a-globina hu- 
mana difere da a-globina do tubarao em 79 posi- 
goes; difere da a-globina da carp a em 68 posigoes 
e da a-globina da vaca em 17. Esses dados sugerem 
uma filogenia evolutiva dessas especies de verte¬ 
brados? 
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1.11 A doenga falciforme e causada por mutagao de um 
dos codons no gene da p-globina; por causa des- 
sa mutagao, o sexto aminoacido no polipeptidio 
p-globina e a valina em vez do acido glutamico. 
Uma doenga me nos grave e causada por uma 
mutagao que troca esse mesmo codon por outro 
especifico de lisina como o sexto aminoacido no 
polipeptidio p-globina. Que palavra e usada para 
descrever as duas formas mutantes desse gene? 
Voce acredita que um individuo que tenha essas 
duas formas mutantes do gene da fl-globina teria 
anemia? Explique. 


1.12 A hemofilia e um disturbio hereditario em que ha 
um defeito do mecanismo da coagulagao sanguf- 
nea. Por causa desse defeito, as pessoas com hemo¬ 
filia podem morrer por ferimentos ou equimoses, 
principalmente se houver lesao de orgaos intemos 
como o figado, os pulmoes ou os rins. Um metodo 
de tratamento e a injegao de um fator da coagulagao 
sanguinea purificado, obtido de sangue de doadores. 
Esse fator e uma protema codificada por um gene 
humano. Sugira um mecanismo de uso da tecnologia 
genetica moderna para produzir esse fator em escala 
industrial. Existe um metodo para corrigir o erro ina- 
to da hemofilia por terapia genica humana? 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov _ 

Voce pode pesquisar mais sobre o Projeto Genoma Hu- man Genoma Research Institute. Nela, clique em Educa- 
mano no site do NCBI. Clique em About the NCBI e, de- tion para encontrar as informagoes sobre o Projeto Ge- 
pois, em Outreach and Education. Em seguida, clique em noma Humano. 

Recommended Links para chegar a pagina do National Hu- 


Reprodugao Celular 
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Celulas e cromossomos 

Mitose 

Meiose 

Ciclos de vida de alguns organismos 
geneticos-modelo 



Durante seculos, os carneiros pastam na paisagem arida da 
Escocia. Finn Dorset e Scottish Blackface sao algumas das ragas 
criadas pelos pastores locais. A cada primavera nascem os car¬ 
neiros concebidos durante o outono. Eles crescem com rapidez e 
tomam seus lugares nos rebanhos - ou nos agougues. No irn'cio 
de 1997, veio ao mundo uma ovelha diferente de todas as ou- 
tras. Essa ovelha, chamada Dolly, nao teve um pai, mas teve tres 
maes; alem disso, seus genes eram identicos aos genes de uma 
das maes. Em uma palavra, Dolly era um clone. 

Cientistas do Roslin Institute, proximo a Edimburgo, na Esco¬ 
cia, produziram Dolly por fusao do ovocito de uma ovelha Black¬ 
face (a mae do ovocito) com uma celula do ubere de uma ovelha 
Finn Dorset (a mae genetica). O material genetico no ovocito da 
ovelha Blackface foi retirado antes da fusao do ovocito com a ce¬ 
lula do ubere. Em seguida, estimulou-se a divisao do ovocito do- 



ado. O embriao formado 
foi implantado no utero 
de outra ovelha Black¬ 
face (a mae gestacional 
ou substituta). Esse em¬ 
briao cresceu e se desen- 
volveu, e quando a ges- 
tagao da mae substituta 
chegou a termo, Dolly 
nasceu. 

A tecnologia que pro- 
duziu Dolly surgiu de um 
seculo de pesquisas fun¬ 
damentals sobre a base 
celular da reprodugao. 
No processo habitual, o 
ovocito de uma femea 
e fertilizado pelo esper- 
matozoide do macho, e 
o zigoto resultante di- 
vide-se e produz celulas 
geneticamente identicas. 



Os nudeos de tres celulas estao den- 
tro de uma micropipeta longa e fina, 
O nucleo superior com seu material 
genetico esta sendo injetado em um 
ovocito enudeado seguro por uma 
pipeta mais larga. 


Essas celulas dividem-se 

muitas vezes e dao origem a um organismo multicelular. Nesse 
organismo, um grupo especial de celulas inicia um modo dife¬ 
rente de divisao para produzir celulas reprodutivas especializadas 
- ovocitos ou espermatozoides. Em seguida, um ovocito desse 
organismo une-se a um espermatozoide de outro organismo do 
mesmo tipo e produz uma nova prole. A prole cresce e o ciclo 
continua geragao apos geragao. Mas Dolly, o primeiro mamifero 
clonado, foi criada contornando todo esse processo. 


Dolly, o primeiro mamifero clonado, A foto a direita mostra o 
processo de clonagem. 
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Celulas e cromossomos 

Tanto nas celulas procarioticas quanto nas eucarioticas, 
o material genetico esta organizado em cromossomos. 

No infcio do seculo 19, algumas decadas antes de Gre¬ 
gor Mendel fazer suas experiencias com ervilhas, os bio¬ 
logos estabeleceram o princfpio de que os seres vivos sao 
constitufdos de celulas. Alguns organismos consistem em 
uma unica celula. Outros tern trilhoes de celulas. Cada 
celula e um conjunto complexo de moleculas capaz de 
adquirir substancias, obter e armazenar energia e por em 
pratica diversas atividades, entre elas a reprodugao. As 
formas de vida mais simples, os virus, nao sao constituf¬ 
dos de celulas, mas so exercem sua fungao dentro das 
celulas. Desse modo, a celula e a base de toda vida. Como 
preparo para nossa jornada pela ciencia da genetica, va- 
mos rever agora a biologia das celulas. Tambem discorre- 
remos sobre os cromossomos — as estruturas celulares nas 
quais residem os genes. 

AMBIENTE CELULAR 

As celulas vivas sao constitufdas de muitos tipos diferen¬ 
tes de moleculas. A mais abundante e a agua. Moleculas 
pequenas — por exemplo, sais, agucares, aminoacidos e 
algumas vitaminas — dissolvem-se com facilidade na agua, 
e algumas moleculas maiores tern interagoes favoraveis 
com ela. Todas as substancias desse tipo sao denominadas 
hidrofflicas. Outros tipos de moleculas nao interagem 
bem com a agua. Elas sao denominadas hidrofobicas. O 
interior de uma celula, o citoplasma, contem substancias 
hidrofflicas e hidrofobicas. 

As moleculas que constituem as celulas tem estrutura e 
fungao variadas. Carboidratos como o amido e o glicogenio 
armazenam energia qufmica para o trabalho dentro das 
celulas. Essas moleculas sao constitufdas de glicose, um 
agucar simples. As subunidades de glicose unem-se umas 
as outras e formam cadeias longas, ou polfmeros. As ce¬ 
lulas obtern energia quando as moleculas de glicose li- 
beradas dessas cadeias sao quimicamente degradadas em 
substancias mais simples - basicamente, dioxido de car- 
bono e agua. As celulas tambem tem uma grande quan- 
tidade de lipfdios. Essas moleculas sao formadas por inte¬ 
ragoes qufmicas entre glicerol, uma substancia organica 
pequena, e acidos graxos, substancias organicas maiores. 
Os lipfdios sao importantes constituintes de muitas estru¬ 
turas nas celulas. Eles tambem servem como fontes de 
energia. As protefnas sao as moleculas mais diversificadas 
nas celulas. Cada protefna e constitufda de um ou mais 
polipeptfdios, que sao cadeias de aminoacidos. Muitas 
vezes uma protefna e composta de dois polipeptfdios — 
isto e, um dfmero; as vezes uma protefna e constitufda de 
muitos polipeptfdios - isto e, um multfmero. Dentro das 
celulas, as protefnas sao componentes de muitas estrutu¬ 
ras dife rentes. Elas tambem catalisam reagoes qufmicas. 
Essas protefnas catalisadoras sao denominadas enzimas. 


As celulas contem ainda acidos nucleicos - DNA e RNA, 
que, como ja foi descrito no Capftulo 1, sao essenciais 
para a vida. 

As celulas sao envolvidas por uma camada fina, a mem- 
brana. Muitos tipos diferentes de moleculas constituem as 
membranas celulares; no entanto, os principals elemen- 
tos sao lipfdios e protefnas. Tambem existem membra¬ 
nas dentro das celulas. Essas membranas internas podem 
dividir a celula em compartimentos ou ajudar a formar 
estruturas especializadas denominadas organelas. As mem¬ 
branas sao fiuidas e flexfveis. Muitas das moleculas de 
uma membrana nao sao mantidas em posigoes fixas por 
grandes forgas qufmicas. Desse modo, sao capazes de des- 
lizar umas pelas outras no que se assemelha a um mar 
molecular em constante mudanga. Alguns tipos celulares 
sao envolvidos por paredes rfgidas e resistentes, externa- 
mente a membrana. As paredes das celulas vegetais sao 
constitufdas de celulose, um carboidrato complexo. As 
paredes das bacterias sao constitufdas de um material di- 
ferente denominado murefna. 

As paredes e as membranas separam o conteudo celu- 
lar do ambiente externo. No entanto, nao sao impermea- 
veis. Essas estruturas sao porosas a algumas substancias e 
permitem a passagem seletiva de outras atraves de canais 
e portoes. O transporte de substancias no interior das 
paredes e membranas, e atraves delas, e uma atividade 
importante das celulas. As membranas celulares tambem 
contem moleculas que interagem com substancias no 
meio externo a celula. Essas moleculas fornecem a celula 
informagoes vitais sobre as condigoes do ambiente, alem 
de mediarem atividades celulares importantes. 

cElulas procarioticas e 
eucari6ticas 

Quando estudamos o mundo vivo, encontramos dois ti¬ 
pos basicos de celulas: procarioticas e eucarioticas (Figu- 
ra 2.1). As celulas procarioticas geralmente tem menos de 
um milesimo de milfmetro de comprimento e costumam 
apresentar um sistema complexo de membranas internas 
e organelas membranosas. O material hereditario - isto 
e, o DNA — nao esta isolado em um compartimento sub- 
celular especial. Organismos com esse tipo de organiza- 
gao celular sao denominados procariontes. Os exemplos 
incluem as bacterias, que sao as formas de vida mais abun- 
dantes na Terra, e as archaea, encontradas em condigoes 
ambientais extremas como lagos de agua salvada, aguas 
termais e chamines vulcanicas em aguas profundas. To- 
dos os outros organismos — vegetais, animais, protistas e 
fungos — sao eucariontes. 

As celulas eucarioticas sao, em geral, pelo menos dez 
vezes maiores que as celulas procarioticas e tem sistemas 
complexos de membranas internas, alguns dos quais es- 
tao associados a organelas visfveis e bem organizadas. 
Por exemplo, as celulas eucarioticas tem tipicamente 
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■ FIGURA2.1 Estruturas das celuias procarioticas (A) e eucarioticas (B, C). 
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uma ou mais mitocondrias, organelas elipticas destina- 
das a obter energia a partir dos alimentos. As celulas 
de algas e vegetais contem outro tipo de organela de 
obtengao de energia denominada doroplasto, que capta 
a energia solar e a converte em energia qmmica. Tan to 
as mitocondrias quanto os cloroplastos sao delimitados 
por membranas. 

A caracteristica marcante de todas as celulas eucario- 
ticas e o material hereditario contido em uma grande 
estrutura delimitada por membrana, o nucleo. Os nucle- 
os das celulas eucarioticas sao um refugio seguro para o 
DNA, que esta organizado em estruturas distintas deno- 
minadas cromossomos. Os cromossomos sao visiveis indivi- 
dualmente durante a divisao celular, quando estao con- 
densados e espessados. Nas celulas procarioticas, o DNA 
geralmente nao esta abrigado em um nucleo bem defini- 
do. Analisaremos os mecanismos de organizagao do DNA 
cromossomico nas celulas procarioticas e eucarioticas no 
Capitulo 9. Parte do DNA de uma celula eucariotica nao 
esta no nucleo. Esse DNA extranuclear esta localizado 
nas mitocondrias e nos cloroplastos. Examinaremos sua 
estrutura e fungao no Capitulo 15. 

Tanto as celulas procarioticas quanto eucariodcas 
tern muitos ribossomos, pequenas organelas que partici- 
pam da smtese de proteinas, um processo que estuda- 
remos no Capitulo 12. Os ribossomos sao encontrados 
em todo o citoplasma. Embora os ribossomos nao sejam 
constituidos de membranas, nas celulas eucariodcas 
eles estao frequentemente associados a um sistema de 
membranas, o reticule endopLasmatico. O retfculo pode es- 
tar conectado ao complexo de Golgi, um conjunto de bol- 
sas e vesiculas membranaceas que participam da modi- 
ficagao quimica e do transporte de substancias dentro 
das celulas. Outras organelas pequenas, delimitadas por 
membrana, tambem podem ser encontradas em celu¬ 
las eucarioticas. Nas celulas de animais, os Usossomos sao 
produzidos pelo complexo de Golgi. Essas organelas 
contem diferentes dpos de enzimas digesdvas que dani- 
ficariam a celula se fossem liberadas no citoplasma. Tan¬ 
to as celulas vegetais quanto as celulas animais contem 
peroxissomos, pequenas organelas dedicadas ao metabo- 
lismo de substancias como gorduras e aminoacidos. As 
membranas internas e as organelas de celulas eucario¬ 
ticas criam um sistema de compartimentos subcelulares 
em que ha variagao das condigoes quimicas, como pH 
e teor de sal. Essa variagao garante ambientes internos 
diferentes e adaptados aos muitos processos realizados 
pelas celulas. 

Os formatos e as atividades das celulas eucarioticas 
sao influenciados por um sistema de filamentos, fibras e 
moleculas associadas que, em conjunto, constituem o ci- 
toesqueleto. Esses materiais dao forma as celulas e tornam 
possivel que alguns tipos de celulas se desloquem no seu 
ambiente - fenomeno denominado motilidade celular. O 
citoesqueleto mantem a posigao das organelas e tern um 
papel importante no deslocamento de substancias para 
locals especificos nas celulas — fenomeno denominado 
trafego. 


CROMOSSOMOS | ONDE ESTAO 
LOCALIZADOS OS GENES 

Cada cromossomo e constituido de uma molecula bifila- 
mentar de DNA e de uma variedade de proteinas; o RNA 
tambem pode estar associado aos cromossomos. As celu¬ 
las procarioticas geralmente so contem um cromossomo, 
embora as vezes tambem tenham muitas moleculas me- 
nores de DNA chamadas plasm fdi os. A maioria das celulas 
eucarioticas contem varios cromossomos diferentes — por 
exemplo, os espermatozoides humanos tern 23. Em ge- 
ral, os cromossomos das celulas eucarioticas tambem sao 
maiores e mais complexos que os cromossomos das celu¬ 
las procarioticas. As moleculas de DNA nos cromossomos 
e plasmidios procarioticos sao circulares, assim como a 
maioria das moleculas de DNA nas mitocondrias e nos 
cloroplastos das celulas eucarioticas. Ja as moleculas de 
DNA dos cromossomos nos nucleos de celulas eucario¬ 
ticas sao lineares. 

Muitas celulas eucarioticas tern duas copias de cada 
cromossomo. Essa condigao, denominada estado diploide, 
e caracteristica das celulas do corpo do eucarionte, isto 
e, as celulas somaticas. Ja as celulas sexuais ou gametas geral¬ 
mente tern so uma copia de cada cromossomo, condigao 
denominada estado haploide. Os gametas sao produzidos 
a partir de celulas diploides da linhagem germinativa, que e 
o tecido reprodutivo de um organismo. Em alguns seres 
vivos, como os vegetais, a linhagem germinativa produz 
tanto gametas masculinos quanto femininos. Em outros, 
como os seres humanos, produz um ou outro tipo de ga- 
meta. Quando os gametas masculino e feminino se unem 
na fertilizagao, o estado diploide e restab el ecido, e o zi- 
goto formado da origem a um novo organismo. Durante 
o desenvolvimento do animal, uma pequena quantidade 
de celulas e reservada para dar origem a linhagem germi¬ 
nativa. Todos os gametas produzidos no futuro sao deri- 
vados dessas poucas celulas. As demais celulas formam os 
tecidos somaticos do animal. Em vegetais, o desenvolvi¬ 
mento e menos estrito. Os tecidos retirados de uma parte 
do vegetal, como do caule ou de uma folha, podem ser 
usados para produzir um vegetal inteiro, inclusive os or- 
gaos reprodutivos. Assim, nos vegetais, a distingao entre 
tecidos somaticos e tecidos germinativos nao e tao bem 
definida quanto nos animais. 

Os cromossomos podem ser examinados ao microsco- 
pio. Os cromossomos procarioticos so podem ser obser- 
vados por tecnicas de microscopia eletronica, enquanto 
os cromossomos eucarioticos podem ser vistos ao micros- 
copio optico (Figura 2.2). Alguns cromossomos eucario¬ 
ticos sao suficientemente grandes para serem vistos com 
pequeno aumento (20X); outros necessitam de aumento 
bem maior (> 500X). 

Os cromossomos eucarioticos sao observados com 
mais clareza durante a divisao celular quando cada cro¬ 
mossomo se condensa em um volume menor. Nesse 
momento, a maior densidade dos cromossomos torna 
possivel discernir algumas caracteristicas estruturais. 
Por exemplo, cada cromossomo pode parecer consistir 
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em dois bastoes paralelos unidos por um ponto comum 
(Figure 2.2B). Cada bastao e uma copia identica do cro- 
mossomo criado durante um process o de duplicagao que 
precede a condensagao, e o ponto comum, denomina- 
do centromere, esta associado a um fuso que move os cro- 
mossomos durante a divisao celular. Nos analisaremos as 
estruturas dos cromossomos eucarioticos observadas por 
microscopia optica no Capitulo 6. 

A descoberta de que os genes estao localizados em 
cromossomos foi feita na primeira decada do seculo 20. 
No Capitulo 5, examinaremos os dados experimentais 



■ FIGURA 2.2 A. Micrografia eletronica mostrando um cromossomo 
bacteriano retirado de uma celula. B. Micrografia optica de cromosso¬ 
mos humanos durante a divisao celular. A constrigao em cada cromos¬ 
somo duplicado e o centromero, o ponto em que as fibras do fuso se 
fixam para deslocar o cromossomo durante a divisao celular. 


para essa descoberta, e nos Capftulos 7 e 8 estudaremos 
algumas das tecnicas de localizagao dos genes nos cro¬ 
mossomos. 


DIVISAO CELULAR 

Entre as muitas atividades realizadas por celulas vivas, a 
divisao e a mais surpreendente. Uma celula pode dividir-se 
em duas, que tambem podem dividir-se em duas e assim 
por diante ate criar uma populagao de celulas, denomi- 
nada done. Com excegao dos err os, todas as celulas de 
um clone sao geneticamente identicas. A divisao celular 
faz parte do crescimento de organismos multicelulares e 
tambem e a base da reprodugao. 

Uma celula prestes a se dividir e denominada celu¬ 
la-mae, e os produtos da divisao sao as celulas-filhas. Quan- 
do as celulas procarioticas se dividem, o conteudo da 
celula-mae e dividido mais ou menos igualmente entre 
as duas celulas-filhas. Esse processo e denominado fissao. 
O cromossomo da celula-mae e duplicado antes da fis¬ 
sao, e as copias sao transferidas para as celulas-filhas. Em 
condigoes ideais, um procarionte como a bacteria intes¬ 
tinal Escherichia coli divide-se a cada 20 a 30 min. Nessa 
frequencia, uma so E. coli poderia dar origem a um clone 
de aproximadamente 2 50 celulas — mais de um quatrilhao 
- em apenas um dia. Na realidade, e claro, as celulas de 
E. coli nao mantem essa alta frequencia de divisao. A me- 
dida que as celulas se acumulam, a frequencia de divisao 
cai em virtude da exaustao de nutrientes e do acumulo de 
resfduos. Todavia, uma unica E. coli pode multiplicar-se o 
suficiente em um so dia para formar uma massa visfvel a 
olho nu. Essa massa de celulas e denominada colonia. 

A divisao das celulas eucarioticas e um processo mais 
elaborado que a divisao das celulas procarioticas. Em re- 
gra, e preciso que muitos cromossomos sejam duplicados 
e distribuidos igual e exatamente entre as celulas-filhas. 
As organelas - mitocondrias, cloroplastos, retfculo endo- 
plasmatico, complexo de Golgi e assim por diante — tam¬ 
bem precisam ser distribuidas entre as celulas-filhas. No 
entanto, a distribuigao dessas estruturas nao e igual nem 
exata. As mitocondrias e os cloroplastos sao distribuidos 
aleatoriamente entre as celulas-filhas. O retfculo endo- 
plasmatico e o complexo de Golgi sao fragmentados por 
ocasiao de divisao e, mais tarde, reconstitufdos nas celu¬ 
las-filhas. 

Toda vez que uma celula eucariotica se divide, passa 
por uma serie de fases que, juntas, constituem o cido ce¬ 
lular (Figure 2.3) . A sequencia das fases e G —» S —* G —* 
M. Nessa sequencia, S e o perfodo em que ha duplicagao 
dos cromossomos, processo que requer sintese de DNA, 
a qual se refere a letra “S”. A fase M do ciclo celular e o 
perfodo em que ha, de fato, divisao da celula-mae. Essa 
fase geralmente tem dois componentes: (1) mitose, que e 
o processo de distribuigao igual e exata dos cromossomos 
duplicados entre as celulas-filhas, e (2) citocinese, que e 
o processo de separagao lisica das celulas-filhas. A letra 
“M” refere-se a mitose, palavra de origem grega que signi- 
fica filamento; durante a mitose, os cromossomos apre- 
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FIGURA 2/3 O ciclo de Lima celuta animal. Este cido tem 24 h. A duragao do ciclo varia em diferentes tipos de celulas eucaridticas. 
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sentam-se como corpos filiformes dentro das celulas. As 
fases G e G sao “intervalos” ( gaps) entre as fases S e M. 

A duragao do ciclo celular varia em diferentes tipos de 
celulas. Em embrioes, cujo crescimento e rapid o, o ciclo 
pode durar apenas 30 min. Nos tecidos de crescimento 
lento de adultos, pode durar varios meses. Algumas ce¬ 
lulas, como as dos tecidos nervosos e musculares, nao se 


dividem mais depois que adquirem suas fungoes especiali- 
zadas. A progressao das celulas eucarioticas no ciclo e rigo- 
rosamente controlada por diferentes tipos de proteinas. A 
perturbagao da atividade dessas proteinas acarreta a perda 
do controle da divisao celular. Esse descontrole pode cau- 
sar cancer, importante causa de morte nos dias atuais. No 
Capftulo 21, investigaremos a base genetica do cancer. 


PONTOS ESSENCIAIS 


• As celulas, unidades basicas de todos os seres vivos, sao delimitadas por membranas 

• Os cromossomos, estruturas celulares que contem os genes, sao constituidos de DNA e protema 

• Nos eucariontes, os cmmossomos estdo contidos em um nucleo delimitado por membrana; nos 
procariontes, nao 

As celulas eucaridticas tem sistemas complexes de membranas internets, bem como organelas 
membranosas como mitocondrias, cloroplastos e reticulo endoplasmdtico 

• As celulas eucaridticas haploides tem uma copia de coda cromossomo; as celulas diploides tem 
duos copias 

• As celulas procarioticas dividem-se por jissdo; as celulas eucaridticas dividem-se por mitose e 
citocinese 


Os cromossomos eucaridticos duplicam-se quando o DNA de uma celula e sintetizado; esse 
evento, que precede a mitose, e caracteristico da fase S do ciclo celular. 


Mitose 


Ao se dividirem, as celulas eucaridticas distribuem seu ma¬ 
terial genetico igual e exatamente entre as celulas-filhas. 

A distribuigao organizada de cromossomos duplica- 
dos na celula-mae para as celulas-filhas e a essencia da 
mitose. Cada cromossomo da celula-mae e duplicado 


antes do inicio da mitose, especificamente durante a 
fase S. Nesse momento, nao e possivel identificar indi- 
vidualmente os cromossomos porque estao muito esten- 
didos e finos. A rede de filamentos finos formada por to- 
dos os cromossomos no nucleo e denominada cromatina. 
Durante a mitose, ha encurtamento e espessamento dos 
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cromossomos — isto e, “condensagao” da rede de cro- 
matina - e torna-se possfvel reconhecer cromossomos 
individuals. Depois da mitose, os cromossomos “descon- 
densam-se” e a rede de cromatina e reconstitufda. Os 
biologos costumam denominar interfase o periodo em 
que nao e possivel ver os cromossomos individuals. Esse 
perfodo, que pode ser muito longo, e o tempo decorri- 
do entre mitoses sucessivas. 

Quando a mitose comega, ja houve duplicagao de to- 
dos os cromossomos. Os filamentos duplos, denomina- 
dos cromatides-irmas, permanecem intimamente associa- 
dos uns aos outros e estao unidos pelo centromero pelo 
cromossomo. O termo irrnd e um tanto errado porque 
essas cromaddes sao copias do cromossomo original e, 
por tan to, tern uma relagao mais proxima que a de irmas. 
Talvez a palavra “gemea” descreva melhor a situagao. No 
entanto, o termo “irma” e comum, e nos o usaremos aqui. 

A distribuigao de cromossomos duplicados entre as ce- 
lulas-filhas e organizada e executada por microtubulos, que 
sao componentes do citoesqueleto. Essas fibras, constituf- 
das de proteinas denominadas tubulinas, fixam-se nos 
cromossomos e os deslocam dentro da celula-mae em 
divisao. Durante a mitose os microtubulos reunem-se em 
um arranjo complexo denominado fuso (Figura 2.4A). A 
formagao do fuso esta associada aos centros organizadores 
de microtubulos (MTOC), presentes no ci to plasma de celulas 
eucarioticas, geralmente perto do nucleo. Em celulas ani- 
mais, os MTOC sao diferenciados em pequenas organe- 
las denominadas centrossomos; essas organelas nao estao 
presentes nas celulas vegetais. Cada centrossomo contem 
dois centrfolos em forma de barril, perpendiculares um 
ao outro (Figura 2.4B). Os centrfolos sao circundados por 
uma matriz difusa denominada material pericentriolar, 
que inicia a formagao dos microtubulos constituintes do 
fuso mitodco. O centrossomo unico existente em uma 
celula animal e duplicado durante a interfase. Quando se 
inicia a mitose, microtubulos radiais surgem em torno de 
cada um desses centrossomos e formam um padrao deno¬ 


minado aster. Esses centrossomos movem-se ao redor do 
nucleo ate posigoes opostas na celula, onde estabelecem 
o eixo da divisao mitodca iminente. As posigoes finais dos 
centrossomos definem os polos da celula-mae em divisao. 
Em celulas vegetais, os MTOC que nao tern centrossomos 
disdntos definem esses polos e criam o fuso mitodco. 

O infcio da formagao do fuso e a condensagao de 
cromossomos duplicados a partir da rede difusa de cro¬ 
matina sao caracterfsticas marcantes do primeiro estagio 
da mitose, a profase (Figura 2.5). A formagao do fuso e 
acompanhada de fragmentagao de muitas organelas in- 
tracelulares, por exemplo, o retfculo endoplasmatico e o 
complexo de Golgi. O nudeolo, um corpo denso que par- 
dcipa da sfntese de RNA no nucleo, tambem desaparece; 
no entanto, outros dpos de organelas, como as mitocon- 
drias e os cloroplastos, condnuam intactos. Concomitan- 
temente a fragmentagao do retfculo endoplasmatico, a 
membrana nuclear (tambem conhecida como envoitorio 
nuclear) divide-se em muitas vesfculas pequenas, e mi¬ 
crotubulos formados no citoplasma invadem o espago 
nuclear. Alguns desses microtubulos fixam-se nos cineto- 
coros, estruturas proteicas associadas aos centromeros dos 
cromossomos duplicados. A fixagao dos microtubulos do 
fuso nos cine toe oros indica o infcio da metafase da mitose. 

Durante a metafase, os cromossomos duplicados 
deslocam-se ate posigoes a meio caminho entre os po¬ 
los do fuso. Esse movimento e influenciado por altera- 
goes no comprimento dos microtubulos do fuso e pela 
agao de proteinas motoras geradoras de energia que 
atuam perto dos cinetocoros. O fuso mitotico tambem 
contem microtubulos que nao estao fixados aos cine¬ 
tocoros. Esses microtubulos adicionais parecem estabi- 
lizar o fuso. A operagao do fuso leva ao deslocamento 
dos cromossomos duplicados para um piano unico no 
meio da celula. Esse piano equatorial e denominado 
placa metafasica. Nesse estagio, cada cromatide-irma de 
um cromossomo duplicado e conectada a um polo di- 
ferente por microtubulos fixados em seu cinetocoro. 
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■ FSGURA 2.4 A. Fuso mitotico em uma ceiula animal em cultura, corada para mostrar os microtubulos (verdes) que saem dos dois asteres. 
B. Micrografia eletronica mostrando dois pares de centrfolos. 
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FICURA 2.5 Mltose no Lfrio Haemanthus. 


O alinhamento polar das cromatides-irmas e crucial 
para a distribuigao igual e exata do material genetico 
entre as celulas-filhas. 

As cromatides-irmas de cromossomos duplicados sepa- 
ram-se durante a anafase da mitose. A separagao ocorre 
por encurtamento dos microtubulos fixados nos cine- 
tocoros e por degradagao das substancias que man tern 
unidas as cromatides-irmas. Quando os microtubulos se 
encurtam, as cromatides-irmas sao puxadas em diregao 
a polos opostos da celula. As cromatides-irmas separa- 
das passam a ser denominadas cromossomos. Ao mesmo 
tempo que os cromossomos se deslocam para os polos, 
os proprios polos come gam a se afastar. Esse movimento 
duplo separa claramente os dois grupos de cromossomos 
em espagos distintos na celula em divisao. Uma vez sepa- 
rados, os cromossomos descondensam-se em uma rede 
de fibras de cromatina, e as organelas perdidas no inicio 
da mitose se reconstituem. Cada conjunto de cromosso¬ 
mos e envolvido por uma membrana nuclear. A descon- 
densagao dos cromossomos e a restauragao das organelas 


internas sao caractensticas da teiofase da mitose. Quando 
a mitose termina, as duas celulas-filhas sao separadas pela 
formagao de membranas entre elas. Em vegetais, tam- 
bem ha deposigao de uma parede entre as celulas-filhas. 
A separagao fisica das celulas-filhas e denominada citoci¬ 
nese (Figura 2.6) . 

As celulas-filhas produzidas pela divisao de uma ce- 
lula-mae sao geneticamente identicas. Cada celula-filha 
tern um conjunto completo de cromossomos produzidos 
por duplicagao dos cromossomos originais da celula-mae. 
Portanto, a transmissao do material genetico da celu- 
la-mae para as celulas-filhas e completa e fiel. As vezes, 
porem, ocorrem erros durante a mitose. Uma cromatide 
pode separar-se do fuso mitotic o e nao ser incorporada 
a uma das celulas-filhas, ou as cromatides podem entre- 
lagar-se, levando a quebra e subsequente perda de partes 
da cromatide. Esses tipos de eventos causam diferengas 
geneticas entre as celulas-filhas. Nos abordaremos algu- 
mas de suas consequencias no Capftulo 6 e, mais uma 
vez, no Capitulo 21. 
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■ FIGURA 2.6 Citocinese em celulas animal (A) e vegetal (B). A celula animal e um ovdcito fertilizado, que esta se dividindo pela primeira vez. 
A citocinese e realizada por constrigao no meio da celula em divisao. Essa constrigao cria um sulco de clivagem, observado aqui em um tado da 
celula em divisao. Nas celulas vegetais, a citocinese ocorre pela formagao de uma placa celular membranacea entre as celulas-fithas; por fim, 
formam-se paredes de celulose de cada lado da placa celular. 


PONTOS ESSENCIAIS . 




Quando uma celula entra em mitose, os cromossomos duplicados condensam-se em corpos 
dlindricos (proposej 


% 

A medida que a mitose avanga, os cromossomos migram para o piano equatorial da celula 
(metdfase) 


Em uma fase adiantada da mitose, ha divisao do centromew que une as cromdtides-irmas de 
um cromossomo duplicado e separagao (ou disjungaoj das cromdtides-irmds (andfase) 

Quando a mitose chega ao fim, ha descondensagdo dos cromossomos e reconstituigao da mem- 
brana nuclear ao seu redor (telofase) 

As celulas-filhas pmduzidas por mitose e citodnese tern conjuntos iguais de cromossomos e, 
portanto, sdo geneticamente identicas. 


Meiose 

A reproduce) sexuada esta associada a um mecanismo 
que reduz pela metade o numero de cromossomos. 

Se designarmos o numero de cromossomos em um ga- 
meta pela letra n, o zigoto produzido pela uniao de dois 
gametas tern 2 n cromossomos. Referimo-nos aos n cro¬ 
mossomos de um gameta como o estado haploide, e aos 
2 n cromossomos do zigoto como o estado diploide. A 
meiose - palavra derivada do grego que significa “diminui- 
gao” — e o processo que reduz o estado diploide para o 
estado haploide, isto e, reduz pela metade o numero de 
cromossomos de uma celula. As celulas haploides resul- 
tantes podem tornar-se gametas diretamente ou se divi- 
dir e produzir celulas que mais tarde se tornam gametas. 
Portanto, a meiose tern papel fundamental em eucarion- 
tes. Sem ela, o numero de cromossomos dos organismos 
seria duplicado a cada geragao, situagao que logo se tor- 
naria insustentavel em face das obvias limitagoes de tama- 
nho e capacidade metabolica das celulas. 

Se analisarmos os cromossomos de uma celula diploi¬ 
de, constatamos que se apresentam em pares (Figura 2.7). 
Por exemplo, as celulas somaticas humanas tern 23 pa¬ 


res de cromossomos. Cada par e diferente do outro e 
diferentes pares de cromossomos tern diferentes conjun¬ 
tos de genes. Os membros de um par sao denominados 
cromossomos homologos, palavra de origem grega que 
significa “em acordo com”. Os cromossomos homologos 
tem conjuntos iguais de genes, embora, como veremos 
no Capitulo 5, possam ter diferentes alelos desses genes. 
Os cromossomos de pares diferentes sao denominados 
heterdlogos. Durante a meiose, os cromossomos homolo¬ 
gos associam-se. Essa associagao e a base de um processo 
organizado que acaba por reduzir o numero de cromos¬ 
somos ao estado haploide. A diminuigao do numero de 
cromossomos ocorre de maneira que cada uma das celu¬ 
las haploides formadas recebe exatamente um membro 
de cada par de cromossomos. 

O processo de meiose conta com duas divisoes celu- 
lares (Figura 2.8). A duplicagao cromossomica, associa¬ 
da a smtese de DNA, ocorre antes da primeira divisao. 
Nao ocorre entre as duas divisoes. Assim, a sequencia de 
eventos e: duplicagao cromossomica —» divisao meiotica 
I —> divisao meiotica II. Se representarmos a quantidade 
haploide de DNA pela letra c, esses eventos duplicam a 
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■ figU l'' 2 7 Os 23 pares de cromossomos homologos presentes nas 
celulas humanas. 


quantidade de DNA (de 2c para 4c), reduzem pela meta- 
de (de 4c para 2c) e, por fim, dividem ao meio mais uma 
vez (de 2c para c). O efeito geral e a redugao do numero 
diploide de cromossomos (2 n) para o numero haploide 
(n). Verifique se enlendeu esse processo geral solucio- 
nando o problema do boxe Resolva!: Qual e a quantida¬ 
de de DNA nas celulas meioticas humanas? 


MEIOSE I 

Os processos nas duas divisoes meioticas sao ilustrados 
na Figura 2.9. A primeira divisao meiotica e complexa e 
demorada. Quando com eg a, os cromossomos ja foram 


Celula- 

mae 

diploide 

(2n) 



Mitose 


Meiose 


Meiocito 
diploide (2n) 


Sintese de DNA 



Celulas haploides (n) nao identicas 


■ FIGURA 2.8 Comparagao entre mitose e meiose; c e a quantidade 
haploide de DNA no genoma. 



Qual e a quantidade de DNA nas celulas 
meioticas humanas? 


Se um espermatozoide humano contem 3,2 bilhoes de pares 
de bases de DNA, quantos pares de bases ha em (a) uma celula 
diploide que duplicou seu DNA ao se preparar para entrar em 
meiose, (b) uma celula que termina a primeira divisao meiotica 
e (c) uma celula que termina a segunda divisao meiotica? 

► Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 


duplicados; consequentemente, cada um deles tern duas 
c r oma tides-irmas. A profase da meiose I - ou profase I - e 
dividida em cinco estagios, cada um deles designado por 
um termo grego. Esses termos indicam as principais ca- 
racterfsticas relativas a aparencia ou ao comportamenlo 
dos cro mossomos. 

Leptoteno, palavra derivada do grego que significa 
“filamentos delgados”, e o primeiro estagio da profase 
I. Durante o leptoteno (tambem denominado Ieptone- 
ma), ha condensagao dos cromossomos duplicados fora 
da rede de cromatina difusa. Ao microscopio optico, e 
diffcil ver os cromossomos individuals, mas ao exame 
com microscopio eletronico, percebe-se que cada cro- 

■a. 

mossomo e constitufdo de duas cromatides-irmas. A me- 
dida que conti nua a condensagao cro moss 6 mica, a celula 
passa ao zigoteno (do grego, “filamentos emparelliados”). 
Durante o zigoteno (tambem chamado de zigonema), 
os cromossomos homologos aproximam-se muito. Esse 
processo de pareamento entre homologos e denomina¬ 
do sinapse. Em algumas especies, a sinapse comega nas 
extremidades dos cromossomos e estende-se em diregao 
as regioes medias. Em geral, a sinapse e acompanhada 
da formagao de uma estrutura proteica entre os cromos¬ 
somos pareados (Figura 2.10). Essa estrutura, o comptexo 
sinaptonemico, e formada por tres cilindros paralelos - um 
associado a cada cromossomo (os elementos laterals) e 
um a meio cantinho entre eles (o elemento central) - 
e numerosos elementos transversals, semelhantes a de- 
graus, que unem os elementos laterals ao elemento cen¬ 
tral. Nao se conhece totalmente o papel do complexo 
sinaptonemico no pareamento dos cromossomos e nos 
eventos meioticos subsequentes. Ele sequer aparece em 
alguns tipos de celulas meioticas. Assim, ele pode nao 
ser absolutamente essencial para o pareamento durante 
a profase I. O processo pelo qual os homologos se en- 
contram na profase 1 tambem nao e bem compreendido. 
Estudos recentes sugerem que os homologos podem, na 
verdade, comegar a formar pares no infcio da meiose I, 
durante o leptoteno. Esse pareamento pode ser facili- 
tado por uma tendencia dos cromossomos homologos 
a permanecerem na mesma regiao do nucleo durante 
a interfase. Assim, os homologos podem nao ter que se 
deslocar muito ate se encontrarem. 














MEIOSE I 


Profase I: leptoteno 



Os cromossomos, cada um deles 
formado por duas cromatides-irmas, 
comecam a se condensar. 


Profase I: Diacinese 



Os cromossomos pareados 
condensam-se ainda mais e se 
fixam nas fibras do fuso. 


Profase I: Zigoteno 


Profase I: Pa quite no 


Profase 1: Diploteno 





Os cromossomos homologos Os cromossomos homologos 

comecam a formar pares. estao totaimente pareados. 



Os cromossomos homologos 
separam-se, exceto nos quiasmas. 


Metafase I 


Anafase I 


I 



Os cromossomos pareados 
alinham-se no piano equatorial 
da celuia. 


Os cromossomos homologos 
separam-se e seguem ate polos 
opostos da celuia. 




■ FIGURA 2.9 Meiose na planta Lilium longiflorum. 


Telofase I 




0 deslocamento dos cromossomos 
termina e novos nucieos comecam 
a se formar. 
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MEIOSE II 


Profase II 

Metafase II 




% 


t 


Anafase II 




Telofase II 



• * 
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Os cromossomos, cada um 
deles formado por duas 
cromatides-irmas, condensam-se 
e fixam-se nas fibras do fuso. 




A 


Os cromossomos allnbam-se 
no piano equatorial de 
cada celula. 



As cromatides-irmas separam-se 
e seguem ate polos opostos 
de cada celula. 



Os cromossomos descondensam-se 
e novos nucleos comeqam a se formar. 


Citocinese 







u 



As celulas-filhas hapfoides sao 
separadas por membranas 
citopiasmaticas. 


■ ficura 2.9 (contjnuaqSo) 
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Compiexo 

sinaptonemico 



Fibras de cromatina 
do homologo 1 


Elemento 

central 


Fibras de cromatina 
do homologo 2 


Fibras 

transversais 


■ FIGURA 2.10 Micrografia eletrdnica (A) e o diagrama (B) mostrando 
a estrutura do compiexo sinaptonemico que se forma entre cromos- 
somos homdlogos durante a profase I da meiose. 


A medida que a sinapse avanga, os cromossomos du- 
plicados continuam a se condensar em volumes meno- 
res. Os cromossomos espessos resultantes desse processo 
sao caracterfsticos do paquiteno (do grego, “filamentos es¬ 
pessos”). No paquiteno (tambem chamado paquinema), 
e facil ver os cromossomos pareados ao microscopio op- 
tico. Cada par e constituido de dois homologos duplica- 
dos, cada um deles formado por duas cromatides-irmas. 
Se contarmos os homologos, o par e denominado um bi- 
valente de cromossomos, mas se contarmos os filamentos, 
e chamado de tetrade de cromatides. Durante o paquf- 
teno, ou talvez um pouco antes ou depois, os cromosso¬ 
mos pareados podem trocar material (Figura 2.11). Nos 
analisaremos esse fenomeno, denominado crossing over, e 
suas consequencias no Cap itulo 7. Aqui e suficiente dizer 
que cada cromatide-irma pode ser quebrada durante o 
paquiteno, e os fragmentos podem ser trocados entre as 
cromatides de uma tetrade. Portanto, a quebra e a reu- 
niao ocorridas durante o crossing over podem levar a re- 
combi nagao de material genetico entre os cromossomos 
pareados. A ocorrencia desses tipos de troca pode ser 
observada quando a celula passa para o proximo estagio 
da meiose I, o diploteno (do grego, “dois filamentos”). Du¬ 
rante o diploteno (tambem chamado de diplonema), os 
cromossomos pareados separam-se um pouco. No entan- 
to, a regiao onde houve crossing over continua em estrei- 


to contato. Esses pontos de contato sao os quiasmas (do 
grego, “cruz”). O exame atento dos quiasmas indica que 
cada um deles inclui apenas duas das quatro cromatides 
da tetrade. O diploteno pode ser muito longo. Nas mu- 
lheres, por exemplo, pode persistir por mais de 40 anos. 

Perto do fim da profase I, os cromossomos conden- 
sam-se ainda mais, a membrana nuclear se rompe e um 
fuso se forma. Os microtubulos do fuso penetram no 
espaqo nuclear e se fixam nos cinetocoros dos cromos¬ 
somos. Os cromossomos, ainda unidos pelos quiasmas, 
entao seguem ate o piano central da celula, perpendicu¬ 
lar ao eixo do fuso. Esse movimento e caracteristico do 
ultimo estagio da profase I, a diacinese (do grego, “movi¬ 
mento atraves de”). 

Durante a metafase I, os cromossomos pareados se¬ 
guem em diregao a polos opostos do fuso. Essa orienta- 
qao garante que, por ocasiao da divisao celular, cada polo 
receba um membro de cada par. No fim da profase I e 


Par de cromossomos homologos 


Homologo 1 Homologo 2 



—v - Cromatides 

Tetrade recom bin antes 


■ FIGURA 2.11 Quiasmas em um bivalente de cromossomos homdlo¬ 
gos durante o estagio diploteno da profase I da meiose. 
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durante a metafase I, os quiasmas que unem os bivalentes 
deslizam dos cemromeros em diregao as extremidades 
dos cromossomos. Esse fenomeno, chamado de termina- 
lizagao, reflete a crescente repulsao enire os membros 
de cada par de cromossomos. Durante a anafase I, os cro- 
mossomos pareados separam-se definiiivamente. Essa se¬ 
paragao, denoniinada disjuncdo cromossomica, e mediada 
pela agao do fuso em cada bivalente da celula. Quando 
os cromossomos separados reunem-se em polos opostos, 
a primeira divisao meiotica termina. No proximo estagio, 
a telofase I. o fuso se desfaz, as celulas-filhas sat) separadas 
por inembranas, os cromossomos sao descondeiisados e 
uni niicleo se forma ao redor dos cromossomos de cada 
celula-filha. Em algumas especies, a descondensagao dos 
cromossomos e incomplete, os nucleos-filhos nao se for- 
mam e as celulas-filhas avangam imediatamente para a se- 
gunda divisao meiotica. As celulas produzidas por meiose 
I contem o mimero haploide de cromossomos; no entan- 
to, cada cromossomo ainda tern cluas cromatides-irmas, 
que podem nao ser geneticamente iclenticas porque po- 
dem ter trocado material com seus pares durante a pro- 
fase I. 


MEIOSE II E OS RESULTADOS 
DA MEIOSE 

Durante a meiose II, os cromossomos se condensam e se 
fixam em uni novo fuso (profase II). Entao, eles se deslo- 
cam ate o piano equatorial da celula (metafase II) e seus 
centromeros divide m-se para cjue as cromatides-irmas 
possam seguir ate polos opostos (anafase II), fenomeno 
denominado disjuncdo das cromatides. Durante a telofase II, 
as cromatides separadas - agora denominadas croinos- 
somos - reunem-se nos polos e surgem nucleos-filhos 
ao sen redor. Cada nucleo-filho contem um conjunto 
haploide de cromossomos. Portanto, do ponto de vista 
mecanico, a meiose 11 e muito semelhanle a mi lose. No 
entanto, seus produtos sao haploides e, ao contrario dos 
produtos da niitose, as celulas produzidas na meiose II 
nao sao geneticamente identicas. 

Uma explicagao para a diferenga entre essas celulas e 
o pareamento e a separagao dos cromossomos homolo¬ 
gos durante a meiose I. Em cada par de cromossomos, 
um homblogo lbi herdado da mae e o outro, do pai. 


Resol va! 


Quantas combinagoes de cromossomos 
sao possiveis no espermatozoide? 

A mosca-das-frutas, Drosophila melanogaster, tem quatro 
pares de cromossomos nas celulas somaticas, Na femea. h3 
crossing over entre homologos de origem materna e pater- 
na durante a profase I da meiose. No macho, nao ha cros¬ 
sing over. Ante esse fato, quantos tipos de espermatozoides 
com cromossomos diferentes podem produzir um macho da 
mosca-das-frutas? 

► Lei a a resposta do problema no site 
h ttp://gen-io.grupogen. com, br. 


Durante a meiose I, os homologos de origem materna 
e pa tenia aproximam-se e unem-se por sinap.se. Eles sao 
posicionados no fuso meiotico e orientados aleatoria- 
mente em relagao aos polos do fuso. Em seguida, eles 
se separam. Para cada par de cromossomos, metade das 
celulas-filhas resultantes da primeira divisao meiotica re- 
cebe o liomologo de origem materna, e a outra metade 
recebe o homologo de origem paterna. Assim, ao fim da 
primeira divisao meiotica, os produtos da meiose estao 


cleslinados a ser diferentes. Essas diferengas sao definidas 


pelo ntimero de pares de cromossomos que se separam 
durante a meiose I. A separagao cm disjungao de cada 
par e independente. Assim, se houver 23 pares de cro- 
mossomos, conio nos seres humanos, a meiose 1 e capaz 
de produzir 2 L ’ :; celulas-filhas cromossomicamente dife- 
rentes - isto e, mais de 8 milhoes de possibilidades. Teste 
sen conhecimento sc^bre esse conceito no boxe Resolva!: 
Quantas combinagdes de cromossomos sao possiveis no 
espermatozoide? 

Outra razao da diferenga entre as celulas produzidas 
por meiose e que durante a meiose I, cromossomos ho¬ 
rn bio gos trocam material por crossing over. Esse processo 
e capaz de criar incontaveis combinagoes diferentes de 
genes. Quando superpomos a variabiliclade criada por 
crossing over e a vai iabilidade criada pela disjungao aleato- 
ria de homologos, e facil constatar que e improvavel que 
haja dois produtos iguais da meiose. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


Ai celulas eucarioticas difdoides pmduzem celulas haploides por meiose, processo (pie inclui um 
ciclo de duplicacdn cromossomica segnido de duns divisoes cehdares (meiose 1 e meiose II) 

Durante a meiose I, os cromossomos homologos forma m pares (sinapse), imam material (cros¬ 
sing over) e se separam (disjuncdo) 

Durante a meiose //. hd disjuncdo das cromatides. 
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Ciclos de vida de alguns organismos geneticos-modelo 


Os geneticistas concentram suas pesquisas em mi- 
cxorganismos, vegetais e animais adequados a expe- 
rimentos. 

Quando a genetica comegou, os organismos usados para 
pesquisa eram os que estavam disponfveis no jardim ou 
no curral. Alguns dos primeiros geneticistas ampliaram 
seus estudos sobre a heranqa para outros tipos de orga¬ 
nismos - mariposas e canarios, por exemplo —, e a medi- 
da que a genetica avangou, as pesquisas concentraram-se 
em organismos adequados para a realizaqao de experi- 
mentos controlados de laboratorio ou de campo. Hoje, 
ha preferencia por um grupo selecionado de microrga- 
nismos, vegetais e animais em pesquisa genetica. Esses 
organismos, geralmente denominados organismos-modelo, 
prestam-se bem a analise genetica. Na maior parte das 
vezes, sao cultivados com facilidade em laboratorio, tern 
ciclos de vida relativamente curtos e sao geneticamente 
variaveis. Alem disso, o trabalho de muitos an os possibili- 
tou que os geneticistas estabelecessem grandes colegoes 
de linhagens mutantes desses organismos. Abordaremos 
os organismos geneticos-modelo muitas vezes ao longo 
deste livro. A Tabela 2.1 resume informagoes sobre varios 
deles; nas seqoes subsequentes discutiremos os ciclos de 
vida de tres dessas especies geneticamente importantes. 

SACCHAROMYCES CEREVIS1AE, 
FERMENTO PARA PAO 

O fermento para pao entrou na pesquisa genetica na pri- 
meira metade do seculo 20. No entanto, muito antes de 
ser corriqueiro em laboratories de genetica, esse organis- 
mo era usado na cozinha como levedura para produgao 
de paes. A levedura e um fungo unicelular, ainda que em 
algumas condiqoes as celulas se dividam e formem longos 
filamentos. As celulas de leveduras podem ser cultivadas 
em meios de cultura simples no laboratorio, e pode-se 
obter grande quantidade de celulas a partir de uma uni- 
ca celula-mae em alguns dias. Alem disso, as linhagens 


mutantes com diferentes caracterfsticas de crescimento 
podem ser isoladas com facilidade. 

O Saccharomyces cereuisiae reproduz-se tanto de modo 
sexuado quanto assexuado (Figura 2.12). A reprodugao as- 
sexuada ocorre por um processo de brotamento, em que 
ha divisao mitotica do nucleo haploide. Depois dessa di- 
visao, um nucleo-filho entra em um pequeno “broto” ou 
celula-filha. Por lim, o broto separa-se da celula-mae por 
citocinese. A reprodugao sexuada em S. cereuisiae ocorre 
quando celulas haploides de tipos de acasalamento opos- 
tos (designados a e alfa) se encontram - processo deno- 
minado acasalamento - e se fundem, formando uma ce- 
lula diploide, que entao se divide por meiose. Os quatro 
produtos haploides da meiose sao criados em uma bolsa 


"Brotamento" 

assexuado 







'/ 







0 (m 





•• 
• • 



Celulas haploides (n) 
de tipos de 

acasalamento opostos 

S) (•) 


"Acasalamento 11 



Zigoto 
diploide (2n) 


^4 


Meiose 





Esporulacao 


Asco com quatro 
ascosporos haploides (n) 


■ FIGURA 2.12 Cido de vida da Levedura Saccharomyces cerevisiae; 
n representa o numero haploide de cromossomos. Os produtos ha¬ 
ploides da meiose, denominados ascosporos, estao contidos no asco, 
estrutura semelhante a uma bolsa. 


Tabela 2.1 


Alguns organismos-modelo importantes em genetica. 


Organismo 

Numero haploide de 
cromossomos 

Tamanho do genoma 
(em milhoes de pares de bases) 

Numero de genes 

Saccharomyces cerevisiae (levedura) 

16 

12 

6.268 

Arabidopsis thaliana (planta com flor) 

5 

157 

27.706 

Caenorhabitis elegans (verme) 

5 

100 

21.733 

Drosophila melanogaster (mosca) 

4 

170 

17.000 

Danio rerio (peixe-zebra) 

25 

1.600 

23.524 

Mus musculus (camundongo) 

20 

2.900 

25.396 
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chamada asco, e cada um dos produtos e denominado as- 
cosporo. Ao dissecar essa bolsa, o pesquisador consegue 
isolar cada produto da meiose e coloca-lo em placa de 
cultura para iniciar uma nova colonia de levedura. 

ARABIDOPSIS THALIANA, UMA PLANTA 
DE CRESCIMENTO RAPIDO 

As plantas de jardim f oram os primeiros organismos es- 
tudados geneticamente. Hoje os geneticistas voltam a 
atengao para a Arabidopsis thaliana, uma erva as vezes cha¬ 
mada de agriao “orelha-de-rato”. Essa especie de cresci- 
mento rapido tern parentesco com vegetais usados na ali- 
mentagao, como rabanete, repolho e canola; no entanto, 
nao tem valor para a agronomia nem para a horticultura. 

Os orgaos reprodutivos de Arabidopsis estao localiza- 
dos em suas flores (Figura 2.13). Os gam etas masculinos 
sao produzidos por meiose nas anteras, a parte superior 
dos estames. Os gametas femininos sao produzidos por 
meiose no ovario, que esta localizado no pistilo no centra 
da flor. Em vegetais como a Arabidopsis, esses produtos da 
meiose geralmente sao denominados microsporos (meiose 
masculina) ou megasporos (meiose feminina). 

Em comparagao com as leveduras, a reprodugao da 
Arabidopsis e complexa (Figura2.14). O vegetal maduro e 
denominado esporofito porque produz microsporos e me¬ 
gasporos; o sufixo “fito” e derivado do grego e significa 
vegetal. Na parte masculina da reprodugao da Arabidop¬ 
sis, cada celula-mae de microsporo diploide — infelizmen- 
te, esse tipo de celula nao e chamado de celula-pai de 
microsporo como se poderia supor - divide-se por meio¬ 
se e produz quatro microsporos haploides. Entao, cada 
microsporo divide-se por mitose e produz um grao de po- 
len, que contem duas celulas geradoras ou espermaticas 
dentro de uma celula vegetativa; os nucleos das celulas 
espermaticas e da celula vegetativa sao haploides e iden- 
ticos uns aos outros. O trio de nucleos no grao de polen 
constitui o gametofito masculino de Arabidopsis. O termo bo- 
tanico “gametofito” deve-se ao fato de que o polen e, na 
verdade, um vegetal minusculo que contem os gametas 
masculinos. 


Na parte feminina da reprodugao da Arabidopsis, cada 
celula-mae de megasporo diploide divide-se por meiose 
e produz quatro celulas haploides; no entanto, tres des- 
sas celulas degeneram-se em seguida, deixando apenas 
um produto meiotico ativo, que se torna um megaspo¬ 
ro. O nucleo haploide no megasporo sofre tres divisoes 
mitoticas e produz um total de oito nucleos haploides 
identicos em uma estrutura denominada saco embrionario. 
Quando a citocinese ocorre, seis desses oito nucleos sao 
separados uns dos outros por membranas celulares. Tres 
das celulas resultantes deslocam-se para o topo do saco 
embrionario e tres, para a base. Uma das celulas na base 
da origem a celula-ovo e as outras duas tornam-se celulas 
sinergides, nome derivado do grego que significa “atuar 
junto”, porque essas celulas continuam ao lado da oos- 
fera. As tres celulas no topo do saco embrionario sao as 
celulas antfpodas, que em grego significa “no lado opos- 
to de". Elas logo se degeneram. Os dois nucleos que nao 
foram envolvidos por membranas celulares permanecem 
no centra do saco embrionario. Em seguida, esses nucle¬ 
os polares se fundem e formam um nucleo diploide, o 
nucleo secundario do endosperma, que mais tarde tera 
papel essencial no desenvolvimento do tecido nutritivo 
na semente. As celulas e os nucleos no saco embrionario 
constituem o gametofito feminino da Arabidopsis. 

Quando um grao de polen maduro aterrissa no estigma 
na parte superior do pistilo, um tubo polmico cresce atraves 
do estilo ate uma celula-ovo no ovario. Em vegetais como a 
Arabidopsis, a fertilizagao abrange dois processos. (1) Uma 
celula espermatica no tubo polmico funde-se a oosfera no 
gametofito feminino e forma o zigoto diploide, que depois 
da origem ao embriao. (2) O outro nucleo da celula esper¬ 
matica associa-se ao nucleo secundario do endosperma di¬ 
ploide no gametofito f eminino e forma o nucleo triploide do 
endosperma, que depois guia o desenvolvimento do tecido 
nutritivo (endosperma) para alimentar o embriao quando 
a semente que o envolve germina. A Arabidopsis leva cerca 
de 5 semanas para alcangar a maturidade, um tempo cur- 
to em comparagao com outras angiospermas. Portanto, os 
cientistas que trabalham com Arabidopsis podem ter pro- 
gresso muito rapido em seus projetos de pesquisa. 


MUS MUSCULUS, O CAMUNDONGO 
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■ FIGURA 2.13 Orgaos reprodutivos masculino e feminino de uma flor 
tfpica. 


O camundongo tem sido muito importante em pesqui¬ 
sa biomedica. Os camundongos sao objeto de inumeros 
projetos para avaliar os efeitos de farmacos, substancias 
quimicas, alimentos e outras substancias relevantes para 
a saude humana. A analise genetica do camundongo co- 
megou no infcio do seculo 20 com estudos sobre a heran- 
ga da cor da pelagem e desde essa epoca tornou-se um 
empreendimento impressionante. 

Os camundongos, assim como os seres humanos, 
tem sexos separados. A formagao de gametas, proces- 
so chamado gametogenese, ocorre nas gonadas de cada 
sexo. A oogenese, a produgao de ovocitos, ocorre nos 
ovarios, que sao as gonadas femininas, e a esperma- 
togenese, a produgao de espermatozoides, ocorre nos 
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■ fig UR A 2.14Ciclo de vida do vegeta t-modeio, Arabidopsis thaiiana. 


testiculos, que sao as gonadas masculinas. Esses pro¬ 
cesses comegam quando as celulas diploides indiferen- 
ciadas, denominadas ovogonias ou espermatogonias, 
dividem-se por meiose e produzem celulas haploides. 
As celulas haploides diferenciam-se em gametas madu- 
ros (Figura 2.15). Em geral, apenas uma das quatro ce¬ 
lulas haploides originadas na meiose feminina torna-se 
um ovocito, ou ovulo; as outras tres celulas, denomina¬ 
das corpos poiares, se degeneram. Em contraposigao, 
todas as quatro celulas haploides originadas na meio¬ 
se masculina transformam-se em espermatozoides. O 
processo de gametogenese e semelhante em outros 
mamiferos. Para avaliar seu conhecimento sobre a di- 
minuigao do numero de cromossomos durante esse 
processo, leia o boxe Problema Resolvido: Contagem 
de cromossomos e cromatides. 


Os camundongos alcangam a maturidade sexual por 
volta de 7 a 8 semanas de vida. Algumas instituigoes de 
pesquisa mantem grandes colonias reprodutivas para 
fornecer animais para varios projetos. Como voce pode 
imaginar, as pesquisas com camundongos sao bem mais 
demoradas e caras que as pesquisas com outros organis- 
mos-modelo. No entanto, como o camundongo e o mo- 
delo mais proximo dos seres humanos, as pesquisas com 
camundongos olerecem informagoes importantes sobre 
questoes de saude e doenga humana. 

Ao contrario das leveduras, da Arabidopsis ou dos ca¬ 
mundongos, nossa especie nao pode ser submetida a ex- 
perimentos geneticos. Em rigor, portanto, o Homo sapiens 
nao e um organismo-modelo. No entanto, aprendemos 
a cultivar celulas humanas, e esse avango tornou possivel 
estudar o material genetico humano em laboratorio. 
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■ FIGURA 2.15 Gametogenese em mamiferos. A. A oogenese na femea produz urn ovdcito e tres corpos polares. Em aEguns organismos, o 
primeiro corpo polar nao se pode dividir. B. A espermatogenese no macho produz quatro espermatozoides, que se mantem unidos por pontes 
citoplasmaticas ate amadurecerem. 


PONTOS ESSENCIAIS * Em leveduras, celulas haploides corn tipos de acasalamento opostos fundem-se e formam um 

zigoto diploids, que se divide par meiose e produz quatro celulas haploides 

• A meiose nos orgaos reproduiivos de Arabidopsis produz microsporos e megasporos que, em 
seguida, desenvolvem-se em gametojitos masculino efeminino 

A fertilizaQao dupla que ocorre durante a reproduced) de Arabidopsis cna um zigoto diploide, 
que da origem a um embriao, e um endosperma triploide, que da origem ao tecido nutritivo na 
semente 


« 


Em camundongos e outros mamiferos, uma celula produzida por meiose feminina toma-se o 
ovdcito, enquanto todas as quatro celulas da meiose masculina tomam-se espermatozoides. 
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PROBLEMA RESOLV1DO 


Contagem de cromossomos e cromatides 



PROBLEMA 

O gato (Felis domesticus) tem 36 pares de cromossomos em suas 
ceiulas somaticas. (a) Quantos cromossomos existem nos esper- 
matozoides maduros do gato? (b) Quantas cromatides-irmas 
existem em uma celula que esta entrando na primeira divisao 
meiotica? (c) E em uma celula que esta entrando na segunda di¬ 
visao meiotica? 

FATOS E CONCEITOS 

1. Os cromossomos existem em pares, isto e, ha dois cromos¬ 
somos homologos em cada par. 

2. A duplicaqao do cromossomo produz duas cromatides-irmas 
para cada cromossomo na celula. 

3. A primeira divisao meiotica reduz o numero de cromossomos 
duplicados (e o numero de cromatides-irmas) pela metade. 

4. A segunda divisao meiotica reduz novamente o numero de 
cromatides-irmSs pela metade . 


ANALISE E SOLUCAO 

a. Se o gato tem 36 pares de cromossomos nas ceiulas somati¬ 
cas diploides - isto e, 2 X 36 = 72 cromossomos ao todo 

um espermatozoide haploide, que e o produto final da 
meiose, deve ter metade do numero de cromossomos - isto 
e, 72/2 = 36, ou um cromossomo de cada par de homologos. 

b. Uma celula que esta entrando na primeira divisao meiotica 
acabou de duplicar seus 72 cromossomos. Como agora cada 
cromossomo tem duas cromatides-irmas, ha no total 72 X 2 
= 144 cromatides-irmas nessa celula. 

c. Uma celula que esta entrando na segunda divisao meiotica 
tem um homologo de cada um dos 36 pares de cromossomos 
homologos, e cada homologo tem duas cromatides-irmas. 
Consequentemente, essa celula tem 36 X 2 = 72 cromatides- 
irmas. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Identifique os estagios da mitose nos desenhos. 



(a) (b) (c) 


Resposta: (a) metafase; (b ) anafase; (r.) profase 

2. Por que uma celula-mae diploide que se divide por 
meiose produz quatro ceiulas haploides? 

Resposta: Durante a meiose, a duplicaqao do cromosso¬ 
mo precede dois eventos de divisao. Se o numero 
de cromossomos na celula-mae diploide e 2 n, de- 
pois da duplicaqao, a celula contem 4 n cromatides. 
Durante a primeira divisao meiotica, ha pareamen- 
to dos cromossomos homologos seguido por se- 
paracao em diferentes celulas-filhas, que recebem 
2 n cromatides cada uma. Durante a segunda divi¬ 
sao meiotica, o centromero que mantem unidas as 
duas cromatides de cada cromossomo se divide, e 
as cromatides sao separadas em celulas-filhas dife¬ 
rentes. Portanto, cada uma das quatro ceiulas resul- 
tantes dessas divisoes meioticas sucessivas contem 
« cromatides (agora denominadas cromossomos). 


Assim, o estado diploide da celula-mae e reduzido 
para o estado haploide nas quatro ceiulas produzi- 
das por meiose. 


3. Identifique os estagios da profase 1 da meiose nos 
desenhos. 



Resposta: (a) diploteno; (/;) leptoteno; (c) diacinese 

4. As ceiulas somaticas do camundongo tem 20 pares 
de cromossomos. Quantas cromatides-irmas existem 
em (a) um ovocito primario, (b) um espermatocito 
secundario e (c) um espermatozoide maduro? 

Resposta: (a) 80, porque cada um dos 40 cromossomos 
(20 pares X 2 cromossomos/par) foi duplicado an¬ 
tes do infeio da meiose I; (b) 40, porque cromosso¬ 
mos homologos (cada um deles ainda constitutdo 
de duas cromatides-irmas) foram distribmdos entre 
ceiulas diferentes durante a primeira divisao meio¬ 
tica; (c) 20, o numero haploide de cromossomos. 
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Autoavaliacao 


Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Quais sao as principals diferencas entre mi lose e 
meiose? 

Resposta: Na mitose, uma divisao sucede urn ciclo de du- 
plicagao dos cromossomos. Na meiose, duas divisoes 
sucedem um ciclo de duplicagao dos cromossomos. 
Alem disso, durante a primeira divisao meiotica, ha 
pareamento dos cromossomos homologos. Esse pa- 
reamento de homologos normalmente nao ocorre 
durante a mitose. As duas celulas produzidas por 
divisao mitotica sao identicas entre si e a celula-mae 
da qual elas foram derivadas. As quatro celulas pro¬ 
duzidas pelas duas divisoes meioticas sucessivas nao 
sao identicas entre si e nem a celula-mae. Na mitose 
de uma celula diploide, as duas celulas produzidas 
tambem sao diploides. Na meiose de uma celula di¬ 
ploide, as quatro celulas produzidas sao haploides. 

2 . O Caenorhabdilis elegans, um pequeno verme nao pa- 
rasito, e usado em pesquisa genetica. Alguns desses 
vermes sao hermafroditas capazes de produzir tan to 
ovocitos quanto espermatozoides. Os C. elegans her¬ 
mafroditas tern 5 pares de cromossomos. Quantos cro¬ 
mossomos tern (a) o espermatozoide de um herma- 
frodita? (b) o ovocito fertilizado de um hermafrodila? 
Quantas cromatides-irmas exislem em uma celula her¬ 
mafrodita que (c) esla enlrando na primeira divisao 
meiotica? (d) esla enlrando na segunda divisao meio¬ 
tica? (e) concluiu a segunda divisao meiotica? 


Resposta: (a) 5, porque os espermatozoides sao haploi¬ 
des. (b) 10, porque um ovocito fertilizado content 
cromossomos do ovocito e do espermatozoide que 
o fertilizou. (c) 20, porque cada um dos dez cromos¬ 
somos da celula que entra na meiose I foi duplicado 
para produzir duas cromatides-irmas. (d) 10, por¬ 
que os cromossomos homologos foram distribufdos 
entre celulas diferentes durante a primeira divisao 
meiotica; entretanto, as cromatides-irmas de cada 
homologo ainda estao unidas por um centromere 
comum. (e) 5, porque os produtos finais da meiose 
sao haploides. 

3. O espermatozoide humano contem aproximada- 
menle 3,2 X 10 9 pares de nucleotidios de DNA. 
Qual e a quantidade DNA existente em: (a) um 
espermatocito primario humano; (b) um esper¬ 
matocito secundario humano; (c) o primeiro 
corpo polar produzido por divisao de um ovocito 
primario? 

Resposta: (a) 4 X 3,2 X 10 ,J = 12,8 X 10 9 pares de nucleo- 
tfdios, porque um espermatocito primario contem 
quantidade 4 c de DNA; (b) 2 X 3,2 X 10 !l = 6,4 X 
10 9 pares de nucleotidios, porque um espermatoci¬ 
to secundario contem quantidade 2c de DNA; (c) 2 
X 3,2 X 10 9 = 6,4 X 10" pares de nucleotidios, por¬ 
que um primeiro corpo polar contem quantidade 
2c de DNA. 


Avaliacao adicional 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


2.1 Carboidratos e protefnas sao poh'meros lineares. 
Que tipos de moleculas se combinam para formar 
esses poh'meros? 

2.2 As celulas sao envolvidas por uma membrana; algu- 
mas celulas sao envolvidas por uma parede. Quais 
sao as diferencas entre as membranas celulares e as 
paredes celulares? 

2.3 Quais sao as principals diferencas entre celulas 
procarioticas e eucarioticas? 

2.4 Distinga os estados haploide e diploide. Que tipos 
de celulas sao haploides? Que tipos de celulas sao 
diploides? 

2.5 Compare os tamanhos e as estruturas de cromosso¬ 
mos procarioliens e eucarioticos. 

2.6 Considerando-se os cromossomos, quais sao os 
principais eventos durante a interfase e a fase M no 
ciclo da celula eucariotica? 


2.7 Qual e a fase habitualmente mais demorada, a in¬ 
terfase ou a fase M? Voce sabe explicar por que uma 
dessas fases dura mais que a outra? 

2.8 Qual e a diferenca entre os centros organizadores 
de micro tub ulos das celulas vegetais e animais? 

2.9 Correlacione os estagios da mitose com os processos 
que abrangem. Estagios: (1) anafase, (2) metafase, 
(3) profase, (4) telofase. Processos: (a) reconstitui- 
cao do nucleolo, (b) desaparecimento da membrana 
nuclear, (c) condensagao dos cromossomos, (d) for- 
macao do fuso mitotico, (e) deslocamento dos cro¬ 
mossomos ate o piano equatorial, (f) deslocamento 
dos cromossomos ate os polos, (g) descondensagao 
dos cromossomos, (h) divisao do centromero, (i) fi- 
xagao dos microtiibulos no cinetocoro. 

2.10 Organize os processos a seguir na sequencia tempo¬ 
ral correta durante a divisao da celula eucariotica a 
partir da que ocorre primeiro: (a) condensagao dos 
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cromossomos, (b) deslocamento dos cromossomos 
ate os polos, (c) duplicagao dos cromossomos, (d) 
formagao da membrana nuclear, (e) fixagao dos 
microtubulos nos cinetocoros, (f) migragao dos 
centrossomos para lados opostos do nucleo. 

2.11 Em seres humanos, o gene da fi-globina esta loca- 
lizado no cromossomo 11, e o gene da oc-globina, 
que e outro componente da protefna hemoglobi- 
na, esta localizado no cromossomo 16. Seria de se 
esperar o pareamento desses dois cromossomos um 
com o outro durante a meiose? Justifique. 

2.12 O espermatozoide da mosca-das-frutas Drosophila 
melanogaster tern quatro cromossomos. Quantos 
cromossomos existem em uma espermatogonia pres- 
tes a iniciar a meiose? Quantas cromdtides existem 
em uma espermatogonia na metafase I da meiose? 
Quantas existem na metafase II? 

2.13 O crossing over ocorre. antes ou depois da duplicagao 
dos cromossomos em celulas em meiose? 

2.14 Que caracteristicas visfveis dos cromossomos indi¬ 
cam a ocorrencia de crossing over durante a meiose? 

2.15 Durante a meiose, quando ocorre a disjungao dos cro¬ 
mossomos ? Quando ocorre a disjungao das cmmdtides ? 

2.16 Em Arabidopsis, o tecido da folha e haploide ou 
diploide? Quantos nucleos tern o gametofito femi- 
nino? Quantos nucleos tem o gametofito masculi- 
no? Esses nucleos sao haploides ou diploid es? 

2.1V A partir das informagoes apresentadas na Tabela 
2.1, deste capftulo, existe relagao entre o tamanho 
do genoma (medido em pares de bases de DNA) e 
o numero de genes? Explique. 

2.18 As celulas sinergides em gametofito feminino de 
Arabidopsis sao geneticamente identicas a oosfera 
alojada entre elas? 


2.19 Uma celula da bacteria Escherichia coli , um proca- 
rionte, contem um cromossomo com cerca de 
4,6 milhoes de pares de bases de DNA que consti- 
tuem 4.288 genes codificantes de protefnas. Uma 
celula da levedura Saccharomyces cerevisiae, um eu- 
carionte, contem cerca de 12 milhoes de pares de 
bases de DNA que constituem 6.268 genes, e esse 
DNA e distribufdo por 16 cromossomos distintos. 
Voce ficou surpreso em saber que o cromossomo de 
um procarionte e maior que alguns cromossomos 
de um eucarionte? Justifique. 

2.20 Em face do comportamento dos cromossomos du¬ 
rante a meiose, constitui alguma vantagem para 
um organismo ter um numero par de pares de 
cromossomos (como a mosca-das-frutas Drosophi¬ 
la) em vez de um numero fmpar (como os seres 
humanos)? 

2.21 Nas angiospermas, dois nucleos do grao de polen 
participam dos processos de fertilizagao. Com que 
nucleos do gametofito feminino esses nucleos se 
combinam? Que tecidos sao formados nos proces¬ 
sos de fertilizagao? 

2.22 O genoma haploide do camundongo contem 
aproximadamente 2,9 X 10 9 pares de nucleotf- 
dios de DNA. Quantos pares de nucleotidios de 
DNA ha em cada uma das seguintes celulas de ca¬ 
mundongo: (a) celula somatica, (b) espermato¬ 
zoide, (c) ovocito fertilizado, (d) ovocito prima- 
rio, (e) primeiro corpo polar, (f) espermatocito 
secundario? 

2.23 As plantas Arabidopsis tem 10 cromossomos (5 pa¬ 
res) nas celulas somaticas. Quantos cromossomos 
existem em: (a) nucleo da oosfera no gametofito fe¬ 
minino, (b) nucleo da celula geradora em um grao 
de polen, (c) nucleo fertilizado do endosperma, 
(d) nucleo fertilizado do ovocito? 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


1. Aprenda mais sobre os organismos-modelo menciona- 
dos neste capftulo site do NCBI: clique em About the NCBI 
e, depois, em Model Organisms Guide. Entao, explore or¬ 
ganismos-modelo mamfferos, nao mamfferos e outros. 

2. A partir dos links no site do NCBI acesse outros sites 
dedicados a cada organismo-modelo eucariotico ci- 


tado neste capftulo: SOD (Saccharomyces Genome Da¬ 
tabase), Flybase, WormBase, ZIRC (Zebrafish Inter¬ 
national Resource Center), MGI (Mouse Genomic 
Informatics) e TAIR (The Arabidopsis Information 
Resource). 



Mendelismo | Principios 
Basicos da Heranca 


PANORAMA 


Estudos de Mendel sobre a hereditariedade 
Aplica^oes dos principios de Mendel 
Teste das hipoteses geneticas 
Principios mendelianos em genetica humana 


O nascimento da genetica | Uma 
revolu^ao cientifica 

A ciencia e um empreendimento complexo que requer ob- 
servaqao cuidadosa de fenomenos naturais, reflexao sobre esses 
fenomenos e formulaqao de ideias testaveis sobre suas causas 
e seus efeitos. Com frequencia, o avanqo da ciencia depende do 
trabalho de um unico individuo perspicaz. Pense, por exemplo, 
no impacto causado por Nicolau Copernico na astronomia, Isaac 
Newton na fisica ou Charles Darwin na biologia. Todos eles mo- 
dificaram o curso de sua especialidade cientifica por meio da in- 
troduqao de ideias radicalmente novas. 

Na verdade, eles iniciaram revoluqoes 
cientificas. 

Em mead os do seculo 19, o monge 
austriaco Gregor Mendel, contempora- 
neo de Darwin, criou o alicerce de outra 
revoluqao na biologia, que acabou por 
dar origem a uma ciencia totalmente 
nova - a genetica. As ideias de Mendel, 
publicadas em 1866, sob o titulo "Experi- 
mentos na hibridizaqao de plantas”, ten- 
tam explicar o mecanismo de heranqa 
das caracteristicas dos organismos. Mui- 
tas pessoas tentaram explicar isso antes, 
mas sem grande sucesso. Na verdade, 

Mendel comentou esses fracassos nos 
paragrafos introdutorios de seu artigo: 

Sobre este tema, muitos observado- 
res meticulosos, como Kolreuter, Gart¬ 
ner, Herbert, Lecoq, Wichura e outros 
dedicaramparte de suas vidas, com ines- 

gotavelperseveran<;a... Pisum sativum, objeto dos 

Mendel. 



[Apesar disso,] Aqueles que avatiarem o trabalho nessa area 
terao a certeza de que, entre todos os muitos experimentos rea- 
lizados, nenhum foi imptementado em tamanha extensao e de 
maneira a tornar possfvet identificar quantas diferentes formas 
a prole dos hibridos apresentou , ou a organizar acertadamente 
essas formas de acordo com suas diferentes geragoes, ou a identi¬ 
ficar definidamente suas relagoes estatfsticas. * 

Em seguida, descreveu os proprios esforqos para esclarecer o 
mecanismo de hereditariedade: 

Na verdade, e necessario um tanto de coragem para realizar 
um trabalho de alcance tao extenso; esse parece, porem, ser o 
unico metodo correto para que finalmente encontremos a so- 

lugao de uma questao cuja importan¬ 
ce nao deva ser subestimada quanto a 
conexao com a historia da evolugao de 
formas organicas. 

O artigo ora apresentado registra os 
resultados desse experimento tao be¬ 
ta lhado. O experimento foi apropria- 
damente limitado a um pequeno grupo 
de plantas e agora, depois de 8 anos de 
atividade, esta concluido em todos os 
aspectos essenciais. Deixo a cargo do 
generoso leitor decidir se o planejamen- 
to da organizagao e a realizagao dos ex¬ 
perimentos especificados foram os mais 
adequados para alcangar o resultado 
desejado. * 


experimentOS de Gregor ^Peters, J. A., ed. 1959. Classic Capers in Ge- 

netics, Preiiticc-Hall, Englewood Cliffs, NJ. 
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Estudos de Mendel sobre a hereditariedade 


Os experimentos de Gregor Mendel com ervilhas elud- 
daram como as caracteristicas sao herdadas. 

A vida de Gregor Johann Mendel (1822-1884) atraves- 
sou o seculo 19. Sens pais cram fazendeiros na Moravia, 
entao parte do Imperio dos Habsburgo na Europa Cen¬ 
tral. A educacao rural ensinou-lhe o cultivo de plantas e 
a criagao de animals e inspirou o interesse na natureza. 
Aos 21 anos, Mendel deixou a fazenda e ingressou ein 
um mosteiro catolico na cidade de Brno (hoje cidade da 
Republica Tcheca). Em 1847, ordenou-se padre, ado tan- 
do Greepr como liome reliaioso. Mais tarde, deu aulas 
na escola secundaria local, licenciando-se entre 1851 e 
1853 para estudar na Universidade de Viena. De volta a 
Brno, retomou a vida como monge professor e iniciou 
os experimentos geneticos que acabaram por torna-lo 
famoso. 

Mendel fez experimentos com varias especies de plan¬ 
tas de jardim e ate tentou alguns experimentos com 
abelhas. Obteve maior sucesso, porem, com as ervilhas. 
Ele concltiiu os experimentos com ervilhas em 1864. Em 
1865, Mendel apresentou os resultados a Sociedade de 
Historia Natural local e no ano seguinte publicou um 
relatorio detalhado nos anais da sociedade. Infelizmen- 
te, esse artigo permaneceu na obscuridade ate 1900, 
quando foi redescoberto por tres botanicos - Hugo de 
Vries, na Holanda, Carl Correns, na Alemanlia, e Eric 
von Tschermak-Seysenegg, na Austria. Ao pesquisarem 
na literatura cientffica dados que respaldassem suas pro- 
prias teorias de hereditariedade, todos eles constataram 
que Mendel realizara uma analise detalhada e meticulosa 
35 anos antes. Rapidamente, as ideias de Mendel tiveram 
aceitagao, sobretudo gragas aos esforgos de promogao de 
um biologo britanico, William Bateson. Esse defensor das 
descobertas de Mendel cunhou um novo termo para des- 
crever o estudo da hereditariedade: genetica, derivada da 
palavra grega que significa “gerar”. 

ORGANISMO EXPERIMENTAL DE 
MENDEL, A ERVILHA 

Uma razao para o sucesso de Mendel foi a escollia pers- 
picaz do objeto experimental. A ervillia, Pis urn sativum, e 
facilmente cultivada em hortas experimenlais on em va- 
sos na estufa. As flores tem orgaos masculino e feminino. 
As anteras, os orgaos masculinos, produzem polen con- 
tendo celulas espermalicas, e o ovario, o orgao feminino, 
produz oosferas. 

Uma peculiaridade da reprodugao de ervilhas e qtte 
as petalas da flor fecham-se com firmeza, impedindo a 
entrada ou a safda dos grans de polen. Isso impoe um sis- 
tema de autofertilizagao, no qual os gam etas masculino 
e feminino da mesma flor se unera e produzem semen- 
tes. Assim, ha elevada endoeamia em cada linhagem de 

7 o o 

ervilha, com variagao genetica minima ou nula de tuna 


geragao para a outra. Em vista da uniformidade, dizemos 
que essas linhagens sao gmeticamentepuras. 

No infcio, Mendel obteve muitas diferentes variedades 
geneticamente puras de ervilhas, cada uma delas distin- 
guida por uma caracteristica particular. As plantas de 
uma linhagem tinham 2 metros de altura, enquanto as de 
outra mediam apenas meio metro. Uma variedade produ- 
zia sementes verdes e outra, sementes amarelas. Mendel 
tirou vantagem dessas caracteristicas contrastantes para 
identificar o mecanismo de heranga das caracteristicas 
das ervilhas. Aatengao a essas diferengas singulares entre 
linhagens de ervilha permitiu que estudasse a heranga de 
uma caracteristica de cada vez - por exemplo, a altura da 
planta. Outros biologos tentaram acompanhar a heranga 
de muitas caracteristicas simultaneamente, mas como os 
resultados desses experimentos foram complexos, nao 
conseguiram descobrir nenhum princfpio fundamental 
da hereditariedade. Mendel triunfou onde esses biologos 
falharam porque se concentrou em comparar diferengas 
entre plantas iguais nos dentais aspectos - plantas alias 
versus I taixas, sementes verdes versus amarelas e assim por 
diante. Alem disso, fez um registro meticuloso dos expe¬ 
rimentos que ele realizou. 

CRUZAMENTOS MONO-HIBRIDOS | 

OS PRINCIPIOS DA DOMINANC1A 
E DA SEGREGACAO 

Em um experimento, Mendel promoveu a fertilizagao cru- 
zada - ou, simplesmenle, cruzamento - de ervilhas alias e 
anas para investigar a heranga da altura (Figura 3.1). Com 
cuidado, ele retirou as anteras de uma variedade antes 
que sen polen amadurecesse e deposilou polen da outra 
variedade sobre seu estigma, orgao de superffcie viscosa 
na parte superior do pistilo que conduz ao ovario. As. se¬ 
mentes produzidas por essas ferlilizagoes cruzadas foram 
cultivadas no ano seguinte, produzindo hfbridos unifor- 
memente altos. Mendel obteve plantas alias com qual- 
quer modo de cruzamento (planta alta do sexo masculi¬ 
no com planta ana do sexo feminino ou planta ana do 
sexo masculino com planta alta do sexo feminino); as¬ 
sim, os dois cruzamenlos rectprocos forneceram resul¬ 
tados iguais. Mais importante ainda foi que Mendel ob- 
servou o aparente desaparecimento da caracteristica ana 
na prole do cruzamento, ja que todas as plantas hfbridas 
eram alias. A tim de analisar a constituigao hereditaria 
desses hfbridos altos, Mendel permitiu a autofertilizagao 
- o curso natural em ervilhas. Ao examinar a prole, cons- 
tatou a presenga de plantas alias e anas. Na verdade, das 
1.064 ervilhas da prole que Mendel cultivou, 787 eram al- 
tas e 277 eram anas, uma proporgao aproximada de 3:1. 

Mendel foi surpreendido pelo reaparecimento da 
caracteristica ana. Sem duvida, as plantas hfbridas pro¬ 
duzidas no cruzamento das variedades alta e ana eram 
capazes de produzir plantas anas, ainda que fossem alias. 
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■ FIGURA 3.1 Cruzamentos das variedades alta e ana de ervilha feitos 
por Mendel. 


Mendel deduziu que esses hfbridos tinham um lator ge¬ 
ne tico latente para nanism o, mascarado pela expressao 
de outro fator para a altura elevada. Ele afirmou que o 
fator latente era recessivo e que o fator expresso era do- 
minante. Tambem inferiu que esses fatores recessivo e 
dominante separaram-se quando as plantas hlbridas se 
reproduziram. Isso tornou possfvel que explicasse o re- 
aparecimento da caracteristica ana na geragao seguinte. 

Mendel fez experimentos semelhantes para estudar a 
heranga de seis outras caracteristicas: textura da semen- 
te, cor da semente, formato da vagem, cor da vagem, cor 
da flor e posigao da flor (Tabela 3.1). Em cada experimen- 
to - denominado cruzamento mono-hfbrido, porque estava 
sendo estudada uma unica caracteristica — Mendel obser- 
vou que apenas uma das duas caracteristicas contrastan- 
tes aparecia nos hfbridos e que a autofertilizagao desses 
hfbridos produzia dois tipos de prole, cada um deles se- 
melhante a uma das plantas dos cruzamentos originals. 
Alem disso, ele constatou que essa prole sempre apare¬ 
cia na proporgao de 3:1. Assim, cada caracteristica estu¬ 
dada por Mendel parecia ser controlada por um fator 
hereditario existente em duas formas, uma dominante 
e outra recessiva. Esses fatores agora sao denominados 
genes, termo cunhado pelo melhorista vegetal dinamar- 
ques Wilhelm Johannsen em 1909; as formas dominante 
e recessiva sao denominadas alelos, palavra derivada do 
grego que significa “um do outro”. Os alelos sao formas 
alternativas de um gene. 

As relagoes numericas regulares observadas por Men¬ 
del nesses cruzamentos o levaram a outra conclusao im- 
portante: que os genes existem em pares. Mendel propos 
que cada linhagem parental usada em seus experimentos 
tinha duas copias identicas de um gene - na terminolo- 
gia moderna, elas sao diploides e homozigotas. No entan- 
to, durante a produgao de gametas, Mendel propos que 
essas duas copias sao reduzidas a uma; isto e, os gametas 
que emergem da meiose tem uma so copia de um gene - 
na terminologia moderna, eles sao haploides. 

Mendel reconheceu que o numero diploide de genes 
seria restaurado quando da uniao da celula espermatica 
com a oosfera para formar um zigoto. Alem disso, com- 
preendeu que se a celula espermatica e a oosfera viessem 
de plantas geneticamente diferentes - como nos cruza¬ 
mentos que fez — o zigoto hfbrido herdaria dois alelos di¬ 
ferentes, um da mae e outro do pai. Diz-se que essa prole 
e heterozigota. Mendel percebeu que os diferentes alelos 
presentes em um heterozigoto devem coexistir, ainda 
que um seja dominante e o outro recessivo, e que cada 
um desses alelos tem chances iguais de entrar em um ga¬ 
in eta quando o heterozigoto se reproduz. Ele constatou 
ainda que fertilizagoes aleatorias com uma populagao 
mista de gametas — metade com o alelo dominante e me- 
tade com o alelo recessivo — produziriam alguns zigotos 
com ambos os alelos recessivos. Assim, ele pode explicar 
o reaparecimento da caracteristica recessiva na prole das 
plantas hlbridas. 

Mendel usou sfmbolos para representar os fatores 
hereditarios que propos — uma inovagao metodologica. 
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Resultados dos cruzamentos mono-hfbridos de Mendel. 

Linhagens parentais 

Prole F z 

Proporgao 

Plantas altas X plantas anas 

787 altas, 277 anas 

2,84:1 

Sementes lisas X sementes rugosas 

5.474 lisas, 1.850 rugosas 

2,96:1 

Sementes amarelas X sementes verdes 

6.022 amarelas, 2.001 verdes 

3,01:1 

Flores roxas x f lores brancas 

705 roxas, 224 brancas 

3,15:1 

Vagens infladas X vagens achatadas 

882 infladas, 299 achatadas 

2,95:1 

Vagens verdes X vagens amarelas 

428 verdes, 152 amarelas 

2,82:1 

Flores axiais X flores terminate 

651 axiais, 207 terminals 

3,14:1 


Com simbolos, podia descrever com dareza e concisa- 
mente os fenomenos hereditarios e analisar matematica- 
mente os resultados dos cruzamentos. Ele podia ate pre- 
ver o resultado de cruzamentos futuros. Embora a pratica 
de usar simbolos para analisar problemas geneticos te- 
nha sido muito aperfeigoada desde a epoca de Mendel, 
os principios basicos sao os mesmos. Os simbolos desig- 
nam os genes (ou, mais exatamente, seus alelos) e sao 
manipulados de acordo com as regras da heranga des- 
cobertas por Mendel. Essas manipulagoes sao a essencia 
da analise genetica formal. Como introdugao ao tema, 
vamos examinar a representagao simbolica do cruzamen- 
to entre ervilhas altas e anas (Fsgura 3.2). 

As duas variedades genedcamente puras, alta e ana, 
sao homozigotas para diferentes alelos de um gene que 
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■ FICURA 3.2 Representagao simbolica do cruzamento entre ervilhas 
altas e anas. 


controla a altura da planta. O alelo para o nanismo, sen- 
do recessivo, e simbolizado por uma letra minuscula d; o 
alelo para a altura elevada, sendo dominante, e simboli¬ 
zado pela letra maiuscula correspondente D. Em geneti¬ 
ca, a letra escolhida para designar os alelos de um gene 
geralmente e tirada da palavra que descreve a caracteris- 
dca recessiva (d, de dwarfness [nanismo]). Assim, as linha- 
gens de ervilhas alta e ana sao simbolizadas por DD e dd, 
respectivamente. A constituigao alelica de cada linhagem 
e seu gendtipo. Por outro lado, a aparencia ffsica de cada 
linhagem - a caractenstica alta ou ana - e seu fenotipo. 

Como as linhagens parentais, as ervilhas alta e ana cons¬ 
tituent a geragao P do experimento. A prole hibrida e 
denominada primeira geragao filial, ou F l3 derivada da pa¬ 
lavra latina que significa “filho” ou “filha”. Como cada ge- 
nitor contribui igualmente para a prole, o genotipo das 
plantas da F tem de ser Dd; isto e, elas sao heterozigotas 
para os alelos do gene que controla a altura. O fenotipo, 
porem, e igual ao da linhagem parental DD porque D e 
dominante em relagao a d. Durante a meiose, essas plan¬ 
tas da F produzem dois tipos de gametas, De d, em iguais 
proporgoes. Nenhum alelo e modificado por ter coexis- 
tido com o outro em um genotipo heterozigoto; em vez 
disso, separam-se, ou segregam-se, durante a formagao dos 
gametas. Esse processo de segregagao de alelos talvez seja 
a descoberta mais importante de Mendel. 

Depois da autofertilizagao, os dois tipos de gametas 
produzidos por heterozigotos podem se unir de todas as 
maneiras possiveis. Assim, eles produzem quatro tipos de 
zigotos (escrevemos primeiro a contribuigao da oosfera): 
DD, Dd, dD e dd. No entanto, por causa da dominancia, 
tres desses genotipos tem o mesmo fenotipo. Assim, na 
geragao seguinte, denominada F z , as plantas sao altas ou 
anas, em uma proporgao de 3:1. 

Mendel avangou mais um passo nessa analise. As plan¬ 
tas da F foram autofertilizadas para produzir uma F . To¬ 
das as plantas anas da F produziram apenas prole ana, 
mostrando que eram homozigotas para o alelo d, mas as 
plantas altas da F constituent duas categorias. Aproxima- 
damente um tergo delas produziu apenas prole alta, en- 
quanto os outros dois tergos produziram uma mistura de 
prole alta e ana. Mendel concluiu que o tergo genetica- 














































42 Fundamentos de Genetica 


mente puro era constitufdo de homozigotos DD e que os 
dois tergos em que houve segregagao eram heterozigotos 
Dd. Essas proporgoes, 1/3 e 2/3, eram exatamente o que 
sua analise previa porque, entre as plantas altas da F , os 
genotipos DD e Dd ocorrem em uma proporgao de 1:2. 

Nos resumimos a analise feita por Mendel desse e de 
outros cruzamentos mono-hfbridos apresentando dois 
princfpios essenciais que ele descobriu: 

1. O princfpio da dominaneia: em urn heterozigoto, um alelo pode 
ocultar a presenga de outro. Esse princfpio e uma afirma- 
gao sobre a fungao genetica. Alguns alelos controlam 
claramente o fenotipo mesmo quando estao presentes 
em uma unica copia. Apresentamos a explicagao fisio- 
logica desse fenomeno nos capftulos posteriores. 

2. O princfpio da segregagao: em um heterozigoto, dois alelos di- 
ferentes segregam-se um do outro durante a formagdo dos 
gametas. Esse princfpio e uma afirmagao sobre a trans- 
missao genetica. Um alelo e transmitido fielmente a 
proxima geragao, mesmo que esteja presente com um 
alelo diferente em um heterozigoto. A base biologica 
desse fenomeno e o pareamento e a subsequente sepa- 
ragao de cromossomos homologos durante a meiose, 
um processo que discutimos no Capitulo 2. Aborda- 
remos os experimentos que levaram a essa teoria cro- 
mossomica da hereditariedade no Capitulo 5. 

CRUZAMENTOS DI-HIBRIDOS | 

O PRINCIPIO DA DISTRIBUICAO 
INDEPENDENTE 

Mendel tambem fez experimentos com plantas que dife- 
riam em duas caracteristicas (Figura 3.3) . Ele cruzou plan¬ 
tas que produziam sementes amarelas e lisas com plantas 
que produziam sementes verdes e rugosas. O objetivo 
desses experimentos era verificar se a heranga das duas 
caracteristicas da semente, cor e textura, era indepen¬ 
dence. Como as sementes da F eram todas amarelas e 
lisas, os alelos para essas duas caracteristicas eram domi¬ 
nances. Mendel cultivou plantas a partir dessas sementes 
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■ FIGURA 3.3 Cruzamentos entre ervilhas de sementes amarelas e 
lisas e ervilhas de sementes verdes e rugosas realizados por Mendel. 


e permitiu a autofertilizagao. Em seguida, classificou as 
sementes da F e contou-as segundo o fenotipo. 

As quatro classes fenotfpicas na F representavam to¬ 
das as combinagoes possfveis das caracteristicas de cor 
e textura. Duas classes - sementes amarelas e lisas e se¬ 
mentes verdes e rugosas — assemelhavam-se as linhagens 
parentais. As outras duas - sementes verdes e lisas e se¬ 
mentes amarelas e rugosas - apresentam novas combi¬ 
nagoes de caracteristicas. As quatro classes tern uma pro¬ 
porgao aproximada de 9 amarelas e lisas: 3 verdes e lisas: 
3 amarelas e rugosas: 1 verde e rugosa (Figura 3.3). Para 
a mente perspicaz de Mendel, essas relagoes numericas 
sugeriam uma explicagao simples: cada caracteristica era 
controlada por um gene diferente com dois alelos, e os 
dois genes tinham heranga independence. 

Vamos analisar os resultados desse cruzamento di-hfbrido, 
ou de dois fatores, usando os metodos de Mendel. Desig- 
namos cada gene por uma letra, minuscula para o alelo 
recessivo e maiuscula para o dominante (Figura 3.4). Os 
dois alelos do gene da cor da semente sao g (g, de green 
[verde]) e G (amarela), e os alelos do gene da textura da 
semente sao w ( w , de wrinkled [rugosa]) e W (lisa). As li¬ 
nhagens parentais, que sao geneticamente puras, devem 
ser duplamente homozigotas; as plantas com sementes 
amarelas e lisas eram GG WW e as plantas com sementes 
verdes e rugosas eram ggww. Geralmente representam-se 
esses genotipos com dois genes separando-se os pares de 
alelos com um espago. 

Os gametas haploides produzidos por uma planta 
diploide contem uma copia de cada gene. Portanto, os 
gametas de plantas GG WW contem uma copia do gene 
da cor da semente (o alelo G) e uma copia do gene da 
textura da semente (o alelo W). Esses gametas sao sim- 
bolizados por G W. Da mesma maneira, os gametas de 
plantas gg ww sao escritos gw. A fertilizagao cruzada des¬ 
ses dois tipos de gametas produz hfbridos F duplamente 
heterozigotos, simbolizados por Gg Ww, e o fenotipo de 
sementes amarelas e lisas indica que os alelos G e VP sao 
dominances. 

O princfpio da segregagao preve que os hfbridos da F 
irao produzir quatro genotipos gameticos diferentes: (1) 
G W, (2) G w, (3) g We (4) gw. Se a segregagao dos alelos 
de cada gene for independente, esses quatro tipos terao 
frequencias iguais; isto e, cada um corresponded a 25% 
do total. Partindo desse pressuposto, a autofertilizagao 
na F produz um conjunto de 16 genotipos zigoticos com 
frequencias iguais. Nos obtemos a serie zigotica por com- 
binagao sistematica dos gametas, como mostra a Figu¬ 
ra 3.4. Entao, verificamos os fenotipos desses genotipos 
F 2 observando que G e W sao os alelos dominances. Ao 
todo, ha quatro fenotipos distingufveis, com frequencias 
relativas indicadas pelo numero de posigoes ocupadas na 
serie. Para calcular as frequencias absolutas, dividimos 


cada numero pelo total, 16: 

sementes amarelas e lisas 9/16 

sementes amarelas e rugosas 3/16 

sementes verdes e lisas 3/16 

sementes verdes e rugosas 1/16 
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O" Cad a homozigoto p 
parental produz 
um tipo de gameta. 

Gametas 


O" Os heterozigotos 
de produzem 
quatro tipos de 
gametas em 
iguais proporcoes. 



Gametas 


Amarela, lisa Verde, rugosa 

^ x if 

GG WW gg ww 



Amarela, lisa 


1 

Gg Ww 

61V) Gw) gW gw 


Q^A autofertilizacao F 2 
dos heterozigotos 
de F i produz quatro g ^ 
fenotipos em 
proporcao de 9:3:3:1. 

G w 


gW 


g w 


'2 Fenotipos 


Amarela, lisa ^ 


Amarela, rugosa 

Verde, lisa 4k 
Verde, rugosa 

■ FIG UR A 3,4 Representagao simbotica do cruzamento di-hibrido de Mendel. 


Autofertilizacao 

* 


GW Gw g W gw 


GG^ WW 

GG Ww 

Gg WW 

Gg Ww 

GG Ww 

rr C 

GG ww 

Gg Ww 

C 

Gg ww 

U 

Gg WW 

O 

Gg Ww 

gg ww 

# w 

gg Ww 

Gg Ww 

C 

Gg ww 

o 

gg Ww 

<* 

gg ww 


Proporcao Proporcao 
Genotipos genotipica fenotipica 


GG 

WW 

1 

9 

GG 

Ww 

2 


Gg 

WW 

2 


Gg 

Ww 

4 


GG 

WW 

1 

3 

Gg 

ww 

2 


gg 

ww 

1 

3 

gg 

Ww 

2 


gg 

WW 

1 

1 


Essa analise e baseada em duas premissas: (1) que 
cada gene tem seus alelos segregados e (2) que essas se¬ 
gregates independem uma da outra. A segunda premis- 
sa implica a inexistencia de conexao ou ligagao entre os 
eventos de segregagao dos dois genes. Por exemplo, um 
gameta que recebe Wpor segregagao do gene da textura 
tem a mesma probabilidade de receber G ou gpor segre¬ 
gagao do gene da cor. 

Os dados experimentais condizem com as previsoes de 
nossa analise? A Figura 3.5 compara as frequencias pre¬ 
vistas e observadas dos quatro fenotipos da F de duas 
maneiras: por proporgoes e por frequencias numericas. 
Para as frequencias numericas, calculamos os numeros 
previstos multiplicando a proporgao prevista pelo nume- 
ro total de sementes examinadas da F . Nos dois metodos 
ha, obviamente, boa concordancia entre as observagoes e 
as previsoes. Assim, as premissas sob re as quais construf- 
mos nossa analise - segregagao independente dos genes 
da cor da semente e da textura da semente — sao compa- 
trveis com os dados observados. 


Mendel fez experimentos semelhantes com outras 
combinagoes de caracterfsticas e em cada caso observou 
a segregagao independente dos genes. Os resultados des¬ 
ses experimentos levaram-no a um terceiro princfpio es¬ 
sential: 



Observado Esperado 


Fenotipos da F 2 

Nilmero 

Proporcao 

Numero 

Proporcao 

Amarela e lisa 

315 

0,567 

313 

0,563 


Verde e lisa 

108 

0,194 

104 

0,187 


Amarela e rugosa 

101 

0,182 

104 

0,187 


Verde e rugosa 

32 

0,057 

35 

0,063 

Total 

556 

1,000 

556 

1,000 


■ FIGURA 3.5 Comparagao entre os resultados observados e espera- 
dos do cruzamento di-hfbrido de Mendel. 
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3. O principle da distribuigao independente: os alelos de diferentes 
genes sao segregados, ou como dizemos as vezes, distribuidos, 
de maneira independente uns dos outros. Esse principio e 
outra regra da transmissao genetica, com base, como 
veremos no Capftulo 5, no comportamento de dife¬ 


rentes pares de cromossomos durante a meiose. No 
entanto, nem todos os genes obedecem ao principio 
da distribuigao independente. No Capftulo 7, aborda- 
mos algumas excegoes importantes. 


PONTOS ESSENCIAIS . Mendel estudou a heranga de sete caractensticas diferentes em ervilhas, cada caractenstica 

controlada par urn gene diferente 

• A pesquisa de Mendel o levou a formular tres pnnctpios de heranga: (1) os alelos de um gene 
sao dominantes ou recessivos, (2) alelos diferentes de um gene segregam-se durante a formagdo 
dos gametas e (3) os alelos de diferentes genes sao distribuidos de modo independente. 


Aplicagoes dos prindpios de Mendel 


Os principles de Mendel podem ser usados para prever 
os resultados de cruzamentos entre diferentes linhagens 
de organismos. 

Caso se conhega a base genetica de uma caractenstica, 
pode-se usar os principios de Mendel para prever os re¬ 
sultados dos cruzamentos. Ha tres procedimentos gerais, 
dois deles com base na enumeragao sistematica de todos 
os genotipos zigoticos ou fenotipos e um com base no 
conhecimento matematico. 

METODO DO QUADRADO DE PUNNETT 

Nas situagoes em que ha participagao de um ou dois ge¬ 
nes, e possfvel anotar todos os gametas e combina-los 
sistematicamente para gerar arranjos de genotipos zigo¬ 
ticos. Feito isso, pode-se usar o Principio da Dominancia 
para determinar os fenotipos associados. Esse procedi- 
mento, chamado de metodo do quadrado de Punnett, em 
homenagem ao geneticista britanico R. C. Punnett, e 
um metodo dire to de prever o resultado dos cruzamen¬ 
tos. Nos o usamos para analisar o resultado zigotico do 
cruzamento com hfbridos da F de sementes amarelas 
e lisas de Mendel, um tipo de cruzamento geralmente 
denominado intercruzamento (Figura 3.4). No entanto, em 
situagoes mais complicadas, como as que con tarn com a 
participagao de mais de dois genes, torna-se dificil usar o 
metodo do quadrado de Punnett. Veremos na Figura 3.8 
a relagao entre o metodo do quadrado de Punnett e uma 
tecnica de solugao de problemas geneticos que usa o con- 
ceito de probabilidade. 

METODO DA LINHA BIFURCADA 

Outra tecnica para prever o resultado de um cruzamen¬ 
to com participagao de dois ou mais genes e o metodo da 
linha bifurcada. No entanto, em vez de enumerar a prole 
em um quadrado por combinagao sistematica dos game¬ 
tas, calculamos em um diagrama de linhas ramificadas. A 
titulo de exemplo, vamos considerar um intercruzamen¬ 


to de ervilhas heterozigotas para tres genes de distribui¬ 
gao independente, um que controla a altura da planta, 
outro que controla a cor da semente e um terceiro que 
controla a textura da semente. Esse e um cruzamento 
tri-hibrido — Dd Gg Ww X Dd Gg Ww — que pode ser di- 
vidido em tres cruzamentos mono-hfbridos — Dd X Dd, 
Gg X Gg e Ww X Ww — porque todos os genes tern dis¬ 
tribuigao independente. Para cada gene, esperamos que 
os fenotipos aparegam na proporgao de 3:1. Assim, por 
exemplo, Dd X Dd produzira uma proporgao de 3 plan- 
tas altas: 1 planta ana. Usando o metodo da linha bifurca¬ 
da (Figura 3.6), conseguimos combinar essas proporgoes 
separadas em uma proporgao fenotipica geral para a pro¬ 
le do cruzamento. 

Tambem podemos usar esse metodo para analisar os 
resultados de um cruzamento entre individuos heterozi- 
gotos para varias caracterfsticas e individuos homozigo- 
tos para varias caracteristicas. Esse tipo de cruzamento e 
denominado cruzamento-teste. Por exemplo, ao cruzarmos 
ervilhas Dd Gg Ww com ervilhas dd gg ww, podemos pre¬ 
ver os fenotipos da prole observando que os alelos domi¬ 
nantes e recessivos em cada um dos tres genes do genitor 
heterozigoto sao separados em proporgao de 1:1, e que o 
genitor homozigoto so transmite alelos recessivos desses 
genes. Assim, os genotipos e, em ultima analise, os fe¬ 
notipos da prole desse cruzamento dependem dos alelos 
transmitidos pelo genitor heterozigoto (Figura 3.7). 

METODO DA PROBABILIDADE 

Um metodo alternativo e mais rapido que os metodos 
do quadrado de Punnett e da linha bifurcada tem como 
base o principio da probabilidade. A segregagao de Mendel 
e como um jogo de cara ou coroa; quando um heterozi¬ 
goto produz gametas, metade contem um alelo e meta- 
de, o outro. Portanto, a probabilidade de que determi- 
nado gam eta contenha o alelo dominante e de 1/2, e a 
probabilidade de que contenha o alelo recessivo tambem 
e de 1/2. Essas probabilidades sao as frequencias dos dois 
tipos de gametas produzidos pelo heterozigoto. Nos po¬ 
demos usar essas frequencias para prever o resultado do 
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Cruzamento: Dd Gg Ww X Dd Gg Ww 


Segregagao de gene Segregagao de gene Segregagao de gene 
para altura da planta para cor da semente para textura da semente 



3 amareias 


1 verde 


3 amareias 


1 verde 


3 lisas 
1 rugosa 

3 lisas 
1 rugosa 

3 lisas 
1 rugosa 


Fenotipos combinados 
dos tres genes 

27 altas, amareias e lisas 
9 altas, amareias e rugosas 

9 altas, verdes e lisas 
3 altas, verdes e rugosas 

9 anas, amareias e lisas 
3 anas, amareias e rugosas 

3 anas, verdes e lisas 
1 ana, verde e rugosa 


■ FIGURA 3.6 O metodo da [inha bifurcada para prever o resultado de um intercruzamento com tres genes de distribuigao independente em 
erviihas. 


cruzamento de dois heterozigotos? Nesse cruzamento, os 
gametas serao combinados aleatoriamente para produ- 
zir a geragao seguinte. Suponhamos que o cruzamento 
seja Aa X Aa (Figura 3.8) . A chance de que o zigoto seja 
AA e simplesmente a probabilidade de que cada um dos 
gametas que se unem contenha A, ou (1/2) X (1/2) - 
(1/4), ja que a produgao dos dois gametas e independen¬ 
te. A chance de um homozigoto aa tambem e de 1/4. No 
entanto, a chance de um heterozigoto Aa e de 1/2 por- 
que existem dois modos de produzir um heterozigoto 
— A pode vir do gameta feminino e a, do gameta masculi- 
no, ou vice-versa. Como a chance de ocorrencia cada um 
desses eventos e de um quarto, a probabilidade total de 
que um filho seja heterozigoto e (1/4) X (1/4) = (1/2). 
Assim, obtern os a seguinte distribuigao de probabilidade dos 
genotipos obtidos por cruzamento de Aa X Aa\ 


AA 

1/4 

Aa 

1/2 

aa 

1/4 


Aplicando o Princfpio da Dominancia, conclufmos que 
(1/4) + (1/2) = (3/4) da prole terao o fenotipo domi- 
nante e 1/4 tera o fenotipo recessivo. 


Em uma situagao tao simples, o uso do metodo da pro¬ 
babilidade para prever o resultado de um cruzamento 
pode parecer desnecessario. No entanto, em situagoes 
mais complexas, e claramente o metodo mais pratico. 
Suponha, por exemplo, um cruzamento entre plantas 
heterozigotas para quatro genes diferentes, todos com 
distribuigao independente. Que fragao da prole sera 
homozigota para os quatro alelos recessivos? Para res¬ 
ponder essa pergunta, tomamos um gene por vez. Para 
o primeiro gene, a fragao da prole de homozigotos re¬ 
cessivos e de 1/4, assim como para o segundo, o terceiro 
e o quarto genes. Portanto, pelo princfpio de distribui¬ 
gao independente, a fragao de homozigotos recessivos 
quadruplos sera de (1/4) X (1/4) X (1/4) X (1/4) = 
(1/256). Sem duvida, e melhor usar o metodo da pro¬ 
babilidade que fazer um quadrado de Punnett com 256 
entradas! 

Agora vamos a uma questao ainda mais dilicil. Que 
fragao da prole sera homozigota para os quatro genes? 
Antes de calcular as probabilidades, precisamos decidir 
que genotipos satisfazem a questao. Ha dois tip os de ho¬ 
mozigotos para cada gene, o dominante e o recessivo, e 
juntos eles constituent metade da prole. Portanto, a fra- 


Cruzamento: Dd Gg Ww X dd gg ww 

Segregagao de gene Segregagao de gene Segregagao de gene Fenotipos combinados 
para altura da planta para cor da semente para textura da semente dos tres genes 



1 lisa 

-► 1 alta, amarela e lisa 

i rugosa 

1 ana, amareja 0 rugosa 

I Jtsa 

^ 1 alia, V 0 iciB 0 lisa 

i rugosa 

^ 1 ana, VGroo © rugosa 

1 lisa 

^ 1 ana, amarGla 0 hsa 

1 rugosa 

1 ana, amarela © rugosa 

1 lisa 

1 ana, verde e lisa 

1 rugosa 

1 ana, verde e rugosa 


■ FIGURA 37 O metodo da [inha bifurcada para prever o resultado de um cruzamento-teste com tres genes de distribuigao independente em 
erviihas. 
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Cruzamento: Aa X Aa 


Cruzamento: AaBb X Aa Bb 


Gametas masculinos c f 




A 

a 



(1/2) 

(1/2) 

Gametas 

A (1/2) 

AA 

(1/4) 

Aa 

(1/4) 

femininos 

9 

a (1/2) 

aA 

(1/4) 

aa 

(1/4) 


Segregagao 
do gene A 



A- (3/4) 

aa (1/4) 

B- 

A- B- 

aa B- 

Segregacao 

(3/4) x (3/4) = 9/16 

(1/4) x (3/4) = 3/16 

do gene B bb 

A- bb 

aa bb 

(1/4) 

(3/4) x (1/4) = 3/16 

(1/4) x (1/4} = 1/16 


Profe: Genotipo Frequencia Fenotipo Frequencia 


AA 1/4 

Aa 1/2 -I 

> Dominante 3/4 

aa 1/4 

Recessivo i /4 


■ FIGURA 3.8 Intercruzamento mostrando o metodo da probabilidade 
no contexto de um quadrado de Punnett. A frequencia de cada ge¬ 
notipo do cruzamento e obtida a partir das frequences no quadrado 
de Punnett, que, por sua vez, sao obtidas por multiplicagao das fre¬ 
quences dos dois tipos de gametas produzidos petos pais heterozi- 
gotos. 


gao da prole que sera homozigota para os quatro genes 
sera de (1/2) X (1/2) X (1/2) X (1/2) = (1/16). 

Para avaliar a capacidade do metodo de probabilida¬ 
de, precisamos Ievar em con la mais uma questao. Supo- 
nha que o cruzamento seja Aa Bb X A a Bb e queiramos 
saber que fragao da prole tera o fenotipo recessivo para 
pelo menos um gene (Figura 3.9). Ti es tipos de genoti- 
pos satisfariam essa condigao: (1) A- bb (o trago indica 
A on a), (2) aa B-e (3) aa bb. Portanto, a resposta dessa 
questao deve ser a soma das probabilidades correspon- 
dentes de cada um desses genotipos. A probabilidade 
de A- bb e (3/4) X (1/4) = (3/16), de aa B- e (1/4) X 
(3/4) = (3/16), e de aa bb e (1/4) X (1/4) = (1/16). O 
somatorio de todas e a resposta, 7/16. Para conhecer 
melhor esse metodo de analise dos problemas geneti- 
cos, estude o Apendice A: Regras da probabilidade, no 
final deste livro. La voce encontra duas regras simples 
- a regra da multiplicagao e a regra da adigao - e alguns 
exemplos uteis. Depois, tente responder as questoes do 
boxe Resolva!: Uso das probabilidades em um problema 
genetico. 


Prole: Genotipo Frequencia Fenotipo Frequencia 


A- B- 

9/16 

Dominante para 

y/i d 

os dois genes 

aa B- 

3/16 

Recessivo para no 

A- bb 

3/16 

minimo um gene 

aa bb 

1/16 



■ FIGURA 3.9 Aplicagao do metodo de probabilidade a um intercruza¬ 
mento com participagao de dois genes. Nesse cruzamento, cada gene 
codifica fenotipos dominante e recessivo, com probabilidades de 3/4 
e 1/4, respectivamente. Como as segregagoes sao independentes, as 
frequences dos fenotipos combinados no quadrado sao obtidas por 
multiplicagao das probabilidades marginais. A frequencia da prole que 
tern o fenotipo recessivo para no mfnimo um dos genes e calculada 
pela soma das frequencies nas celulas relevantes (cor laranja). 



Uso das probabilidades em um 
problema genetico 


Mendel constatou que tres tragos das ervilhas - altura, cor das 
flores e formato da vagem - sao determinados por diferentes 
genes e que a distribuigao desses genes e independente. Su- 
ponha que haja cruzamento de plantas altas de flores roxas e 
vagens infladas com plantas anas de flores brancas e vagens 
achatadas, e que todas as plantas de F 1 sejam altas de flores 
roxas e vagens infladas. Se essas plantas de F. forem autofertili- 
zadas, que fragao da prole deve (a) apresentar os tres fenotipos 
dominantes, (b) ser alta, com flores brancas e vagens achata¬ 
das, (c) ser heterozigota para os tres genes, (d) ter ao menos um 
alelo dominante de cada gene no genotipo? 

Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 


PONTOS ESSENCIAIS * E posswelprever o resultado de um cruzamento pela enumeragdo sistenidtica dos genotipos 

us an do o quadrado de Punnett 

• (hiando ha participagao de mais de dois genes, usam-se os metodos da linha bifurcada ou da 

probabilidade para prever o resultado de urn cruzamento. 
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Teste das hipoteses geneticas 


O teste do qui-quadrado e um metodo simples para ve- 
rificar se as previsoes de uma hipotese genetica concor- 
dam com os dados de um experimento. 

A investigagao cientifica sempre comega com observagoes 
de um fenomeno natural. As observagoes levam a ideias ou 
questionamentos sobre o fenomeno, que sao explorados 
em maior profundidade por meio de outras observagoes 
ou pela realizagao de experimentos. Uma ideia cientifica 
bem formulada e uma hipotese. Dados colhidos a partir de 
observagoes ou experimentos possibilitam que os cientis- 
tas testem hipoteses, isto e, que determinem se determina- 
da hipotese deve ser aceita ou rejeitada. 

Em genetica, geralmente temos interesse em verificar 
se os resultados de um cruzamento sao ou nao compa- 
tfveis com uma hipotese. Como exemplo, vamos consi- 
derar os dados que Mendel obteve no cruzamento di-hf- 
brido relativo a cor e a textura das ervilhas. Na F t „ 556 
ervilhas foram examinadas e divididas em quatro classes 
fenotfpicas (Figura 3.3). A partir dos dados, Mendel pro- 
pos que a cor e a textura das ervilhas eram controladas 
por diferentes genes, que cada gene tinha dois alelos 
— um dominante, outro recessivo - e que os dois genes 
tinham distribuigao independente. Os dados do expe¬ 
rimento sao realmente compativeis com essa hipotese? 
Para responder a essa pergunta, precisamos comparar os 
resultados do experimento com as previsoes da hipotese. 
A comparagao apresentada na Figura 3.5 sugere que os 
resultados experimentais sao, de fato, compativeis com a 
hipotese. Nas quatro classes fenotfpicas, as discrepancias 
entre os numeros observados e esperados sao pequenas, 
na verdade tao pequenas que nos sentimos a vontade 
para atribuf-las ao acaso. Portanto, a hipotese concebida 
por Mendel para explicar seus dados ajusta-se bem aos 
resultados de seu cruzamento di-hfbrido. Se assim nao 
fosse, terfamos reservas em aceitar a hipotese e toda a 
teoria do mendelismo seria questionada. Consideramos 
outra possibilidade — que os dados de Mendel ajustam-se 
bem demais a sua hipotese. 

Infelizmente, nem sempre os resultados de um ex¬ 
perimento genetico concordam tao claramente com as 
previsoes de uma hipotese como aconteceu com Mendel. 
Veja, por exemplo, os dados obtidos por Hugo DeVries, 
um dos redescobridores do trabalho de Mendel. DeVries 
cruzou diferentes variedades de lfcnis, planta cultivada 
em seu jardim experimental. Uma variedade tinha fiores 
vermelhas e folhas pilosas; a outra tinha fiores brancas e 
folhas lisas. Todas as plantas da F tinham fiores verme¬ 
lhas e folhas pilosas e, quanto intercruzadas, produziram 
plantas F 2 de quatro classes fenotfpicas (Figura 3.10). Para 
explicar os resultados desses cruzamentos, DeVries pro- 
pos que a cor da flor e o tipo de folha eram controlados 
por dois genes diferentes, que cada gene tinha dois ale¬ 
los segregados - um dominante, outro recessivo - e que 
a distribuigao dos dois genes era independente; ou seja, 


ele simplesmente aplicou a hipotese de Mendel a lfcnis. 
No entanto, quando comparamos os dados de DeVries as 
previsoes da hipotese de Mendel, constatamos algumas 
discrepancias inquietantes. Essas discrepancias sao sufi- 
cientes para levantar duvidas sobre o experimento ou a 
hipotese? 

TESTE DO QUI-QUADRADO 

Com os dados de DeVries, e tambem com outros dados 
genetic os, precisamos de um procedimento objetivo para 
comparar os resultados do experimento com as previsoes 
da hipotese. Esse procedimento tern de levar em conta a 
possfvel influencia do acaso no resultado do experimen¬ 
to. Ainda que a hipotese esteja correta, nao esperamos 
que os resultados do experimento sejam exatamente 
iguais as previsoes da hipotese. No caso de um pequeno 
desvio, como ocorreu com os dados de Mendel, esse e 
atribufdo a variagoes casuais no resultado do experimen¬ 
to. No entanto, se o desvio for grande, suspeitamos de 
algum erro. O experimento pode ter sido mal executa- 
do — por exemplo, os cruzamentos podem ter sido im- 
proprios ou o registro dos dados pode ter sido incorreto 
- ou, talvez, simplesmente a hipotese esteja errada. Ob- 
viamente, as possfveis discrepancias entre observagoes e 
expectativas variam de pequenas a grandes, e precisamos 
decidir qual e o nfvel necessario para levantar duvidas 
sobre a execugao do experimento ou a aceitabilidade da 
hipotese. 

Um procedimento para avaliagao dessas discrepan¬ 
cias usa uma estatfstica chamada qui-quadrado (x~). Uma 
estatistica e um numero calculado a partir de dados, 
por exemplo, a media de um conjunto de pontos de 
um exame. O metodo do x 2 possibilita ao pesquisador 
comparar os dados, como os numeros obtidos em um 
experimento de reprodugao, aos valores previstos. Se os 
dados nao estiverem alinhados com os valores previstos, 
o x 2 sera maior que um numero crftico e decidiremos 
entre reavaliar o experimento — isto e, procurar um 
erro de tecnica — e rejeitar a hipotese. Se o x 2 estiver 
abaixo desse numero, conclufmos provisoriamente que 
os resultados do experimento sao compativeis com as 
previsoes da hipotese. Portanto, o metodo do x 2 trans¬ 
forma o teste da hipotese em um procedimento simples 
e objetivo. 

Vamos usar como exemplo os dados dos experimentos 
de Mendel e DeVries. Os dados da F,, de Mendel pare- 
ciam compativeis com a hipotese, enquanto os dados da 
F 9 de DeVries mostravam algumas discrepancias inquie¬ 
tantes. A Figura 3.11 mostra os calculos. 

Para cada classe fenotfpica da F , calculamos a dife- 
renga entre os numeros observados e esperados da pro¬ 
le e elevamos o resultado ao quadrado. A operagao de 
potenciagao elimina os efeitos de anulagao dos valores 
positivos e negativos entre as quatro classes fenotfpicas. 
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Flores vermelhas 
Folhas pilosas 


Flores brancas 
Folhas lisas 



Intercruzamento 




Flores vermelhas 
Folhas pilosas 



Flores brancas 
Folhas lisas 



Numero observado: 70 




Total = 158 


Numero esperado: 9/16 x 158 = 

88,9 


3/16 x 158 = 

29,6 


3/16 x158 = 

29,6 


1/16 x158 = 

9,9 


■ FIGURA 3.10 Experimento de DeVries com a cor das ftores e o tipo de folha em variedades de Ifcnis. O detalhe mostra a variedade de flores 
vermelhas e folhas pilosas. 


A seguir, dividimos o quadrado de cada diferenga pelo 
numero esperado de prole correspondente. Essa opera- 
gao dimensiona cada quadrado da diferenga de acordo 
com o numero esperado. Se os quadrados da diferenga 
de duas classes forem iguais, aquela que tern o menor 
numero esperado da uma contribuigao relativamente 
maior para o calculo. For fim, somamos todos os termos 
e calculamos o x ■ O x 2 dos dados de Mendel e de 0,51 
e o x 2 dos dados de DeVries e de 22,94. Essas estatfsticas 
resumem as discrepancias entre os numeros observados e 
esperados nas quatro classes fenotfpicas em cada experi¬ 
mento. Se houver concordancia basica entre os numeros 
observados e esperados, o x 2 sera pequeno, como ocorre 
com os dados de Mendel. Se houver grande discordan- 
cia, sera maior, como acontece com os dados de DeVries. 
Sem duvida, precisamos decidir que valor de x 2 na escala 
contfnua entre valores baixos e altos langa duvida sobre 
o experimento ou a hipotese. Esse valor crftico e aquele 
em que as discrepancias entre os numeros observados e 
esperados provavelmente nao se devem ao acaso. 


Para determinar o valor crftico, precisamos saber como 
o acaso afeta o x 2 - Suponha por um ins tan te que a hi¬ 
potese genetica seja verdadeira. Agora imagine que esse 
experimento seja realizado — de modo cuidadoso e cor- 
reto - muitas vezes, calculando o x 2 a cada vez. Todos 
esses dados estatfsticos podem ser reunidos em um grafi- 
co que mostra a frequencia de cada valor. Esse grafico e 
chamado distribuigao de frequencia. Felizmente, a distribui¬ 
gao de frequencia do x 2 e conhecida da teoria estatfstica 
(Figura 3.12) — portanto, nao precisamos fazer muitas re- 
petigoes do experimento para calcula-la. O valor crftico 
e o ponto que exclui os 5% superiores da distribuigao. 
Em apenas 5% das vezes o x 2 ultrapassa esse valor em 
razao do acaso. Assim, se realizarmos um experimento 
uma vez, calcularmos o x 2 e constatarmos que e maior 
que o valor crftico, ou observamos um conjunto de resul- 
tados bastante improvavel — algo que acontece em menos 
de 5% das vezes — ou ha um problema com a execugao 
do experimento ou com a adequagao da hipotese. Su- 
pondo-se que o experimento tenha sido realizado corre- 
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Fenotipo da F 2 


Numero 

Numero 

(Observado - Esperado] 





observado 

esperado 

Esperado 



Amarela e lisa 

C 

315 

313 

0,01 



Verde e lisa 

# 

108 

104 

0,15 

Cruzamento 





di-hibrido 






de Mendel 








Amarela e rugosa 


101 

104 

0,09 


Verde e rugosa 

Total: 


32 

556 


Cruzamento 
di-hibrido 
de DeVries 


Vermelha e pilosa 


Branca e pilosa 


Vermelha e lisa 


Branca e lisa 





70 


23 


46 


19 


Total: 


158 


35 0,26 

556 0,51 = x 2 

88,9 4,02 



1,47 


29,6 


9,09 


9,9 8,36 

158 22,94 = x 2 


Formula do metodo do qui-quadrado para testar a concordance entre os numeros observados e esperados: 



( Observado - Esperado ) 2 
Esperado 


■ FIGURA 3.11 Calculo do x 2 dos dados da F 2 de Mendel e DeVries. 


tamente, tendemos a rejeitar a hipotese. Evidentemente, 
precisamos compreender que com esse procedimento 
rejeitaremos uraa hipotese verdadeira em 5% dos casos. 



X 2 

■ FIGURA 3.12 Distribute de frequenda de x 2 . 


Assim, desde que conhegamos o valor critico, o teste 
do x 2 leva-nos a uma decisao sobre o destino da hipotese. 
No entanto, esse valor critico - e o formato da distribui- 
gao de frequencia associada - depende do numero de 
classes fenotipicas no experimento. Os estatisticos tabu- 
laram valores criticos de acordo com os graus de liberda- 
de associados ao x 2 (Tabela 3.2). Esse mdice do conjunto 
das distribuigoes do x 2 e determinado subtraindo-se um 
do numero de classes fenotipicas. Em cada um dos nos- 
sos exemplos ha 4 — 1 = 3 graus de liberdade. O valor 
critico para a distribuigao do x 2 com 3 graus de liberda¬ 
de e 7,815. O x 2 calculado para os dados de Mendel e 
0,51, numero que esta muito abaixo do valor critico e, 
portanto, nao ameaga a hipotese testada. No entanto, o 
X 2 calculado para os dados de DeVries e 22,94, muito aci- 
ma do valor critico. Assim, os dados observados nao se 
enquadram na hipotese genetica. Ironicamente, quando 
DeVries apresentou esses dados, em 1905, considerou-os 
compativeis com a hipotese genetica. Infelizmente, ele 
nao usou o teste do x 2 - DeVries tambem afirmou que seus 
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Tabela 3.2 

Tabela de valores criticos de 5% do qui-quadrado (x 2 ) a - 

Graus de liberdade 

Valor critico de 5% 

1 

3,841 

2 

5,991 

3 

7,815 

4 

9,488 

5 

11,070 

6 

12,592 

7 

14,067 

8 

15,507 

9 

16,919 

10 

18,307 J 

15 

24,996 

20 

31,410 

25 _ j 

37,652 

30 

43,773 


3 Dados selecionados de R. A. Fisher and Yates, 1943, Statistical Tables for 
Biological, Agricultural, and Medical Research. Oliver and Boyd, London. 



Usando o teste do qui-quadrado 


Quando tomateiros geneticamente puros de frutos esfericos fo- 
ram cruzados com outros geneticamente puros de frutos ovais, 
todas as plantas da F n tinham frutos esfericos. Em seguida, es- 
sas plantas da F, foram intercruzadas para produzir uma geragao 
F, constituida de 73 plantas de frutos esfericos e 11 de frutos 
ovais. Esses resultados sao compativeis com a hipotese de que o 
formato dos frutos em tomates e controlado por urn unico gene? 

Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 


dados ofereciam outras provas da corregao e da ampla 
aplicabilidade das ideias de Mendel - nao foi a primeira 
vez em que urn cientista chegou a conclusao certa pelo 
motivo errado. Para consolidar sua compreensao do teste 
do x~ 5 responda a questao do boxe Resolva!: Usando o 
teste do qui-quadrado. 


PONTOS ESSENCIAIS • O qui-quadrado e calculado por x~ = X (numero observado - numero esperado) 2 /numero 

esperado, com a soma de todas as categorias constituindo os dados 

* Cadet valor do qui-quadrado estd associado a um mdice, os graus de liberdade, que e igual ao 
numero de categorias de dados menos um. 


Principios mendelianos em genetica humana 


Os principios de Mendel podem ser aplicados ao estudo 
da heranga de caractensticas em seres humanos. 

A aplicagao dos principios de Mendel a genetica hu¬ 
mana comegou logo depois da redescoberta de sett 
artigo em 1900. No entanto, como nao e possfvel fa- 
zer cruzamentos controlados com seres humanos, o 
progresso foi obviamente lento. A analise da heredita- 
riedade humana depende de registros familiares que, 
muitas vezes, sao incompletos. Alem disso, a prole dos 
seres humanos - ao contrario da prole de organismos 
experimentais - nao e grande, o que dificuita o discer- 
nimento das proporgbes mendelianas, e os seres hu¬ 
manos nao sao mantidos e observados em ambiente 
controlado. Por essas e outras razoes, a analise gene¬ 
tica humana foi um empreendimento diffcil. Todavia, 
a motivagao para compreender a hereditariedade hu¬ 
mana foi muito forte, e hoje, a despeito de todos os 
obstaculos, conhecemos milhares de genes humanos. 
A Tabela 3.3 lista alguns dos disturbios que eles contro- 
lam. Discutiremos sobre muitos desses disturbios em 
eapitulos posteriores desle livro. 


HEREDOGRAMAS 

Os heredogramas sao diagramas que most ram as relagoes 
entre os membros de uma familia (Figura 3.13A). E cos¬ 
tume usar quadrados para represen tar o sexo masculino 
e circulos, para o sexo feminino. Uma linha horizontal 
que une um circulo e um quadrado representa o cruza- 
mento. A prole e mostrada abaixo dos pais, comegando 
com o primeiro a nascer a esquerda e seguindo para a 
direita conforme a ordem de nascimento. Os indivfduos 
que tent disturbio genetico sao indicados por cor ou som- 
breado. As geragoes geralmente sao indicadas por alga- 
rismos romanos, e individuos especificos de uma geragao 
sao designados por algarismos arabicos apos o algarismo 
romano. 

E mais facil identificar as caractensticas causadas por 
alelos dominantes. Em geral, todo individuo que tern 
o alelo dominante manifesta a caracteristica, tornando 
possfvel acompanhar a transmissao desse alelo no he- 
redograma (Figura 3.13B). Espera-se que todo individuo 
afetado tenha no minimo um dos pais afetado, exceto, e 
claro, se o alelo dominante acabou de aparecer na famf- 
lia por uma nova mutagao - uma alteragao do proprio 
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Tabela 3.3 


Disturbios hereditarsos em seres humanos. 

Caracterfsticas dominantes 
AcondropLasia (nanismo) 

Braquidactilia (dedos curtos) 

Cegueira noturna congenita 

Slndrome de Ehler-Danlos (disturbio do tecido conjuntivo; 
Doenga de Huntington (disturbio neurologico) 

Sindrome de Marfan (indivlduo magro e alto) 
Neurofibromatose (tumoragoes no corpo) 

Sensibilidade gustativa a feniltiocarbamida (PTC) 

Bico de viuva 
Cabeio lanoso 

Tragos recessivos 

Albinismo (ausencia de pigmento) 

Alcaptonuria (disturbio do metaboiismo de aminoacidos) 
Ataxia telangiectasia (disturbio neurologico) 

Fibrose cistica (disturbio respiratorio) 

Distrofia muscular de Duchenne 

Galactosemia (disturbio do metaboiismo de carboidratos) 
Doenga por depdsito de glicogenio 
Fenilcetonuria (disturbio do metaboiismo de aminoacidos) 
Doenga falciforme (disturbio da hemogtobina) 

Doenga deTay-Sachs (disturbio por depdsito de lipfdios) 


<^J/ Sexo nao especificado 

O Sexo feminino 
Sexo masculino 






individuos que apresentam 
a caracteristica 

Falecido 


[ 4 ] ( 3 ) Numero de criangas do 
sexo indicado 


Sty 


Cruzamento 


WOb 


Prole 


Algarismos romanos - geragoes 

Algarismos arabicos - individuos de uma geragao 


A. Convengoes do heredograma 


mo 


III 

IV 

V 

B. 


□t* □ %o 6 

□ fcO 60 


60 


Caracteristica dominante 


gene. No entanto, a frequencia da maioria de novas mu- 
tagoes e muito baixa - da ordem de uma em um milhao; 
consequentemente, o surgimento espontaneo de uma 
condigao dominante e rarfssimo. Os tragos dominantes 
associados a redugao da viabilidade ou fertilidade nun- 
ca se tornam frequentes em uma populagao. Assim, a 
maioria das pessoas que tern essas caracterfsticas e hete- 
rozigota para o alelo dominante. Caso os conjuges nao 
tenham a caracteristica, metade dos filhos deve herdar 
o disturbio. 

Nao e tao facil identificar as caracterfsticas recessivas 
porque elas podem ocorrer em individuos cujos pais nao 
sao afetados. As vezes sao necessarios os dados de varias 
geragoes no heredograma para acompanhar a transmis- 
sao de um alelo recessivo (Figura 3.13C). Todavia, obser- 
vou-se um grande numero de caracterfsticas recessivas 
em seres humanos - na ultima contagem, mais de 4.000. 
A probabilidade de que as caracterfsticas recessivas apa- 
regam em um heredograma e maior quando ha parentes- 
co entre os conjuges — por exemplo, primos em primeiro 
grau. Essa maior incidencia ocorre porque os parentes 
tern alelos em comum em razao do ancestral comum. Os 
irmaos tern em comum metade de seus alelos; meios-ir- 
maos, um quarto; e primos em primeiro grau, um oitavo. 
Assim, e maior a chance de nascimento de uma crianga 
homozigota para determinado alelo recessivo quando 
os pais tern esse tipo de parentesco. Muitos dos estudos 
classicos de genetica humana se valeram da analise de 
casamentos entre parentes, principalmente de primos 
em primeiro grau. Abordaremos esse assunto com mais 
detalhes no Capitulo 4, 


I 

II 

ill 

IV 

v 




C. Caracteristica recessiva 


■ FIGURA 3.13 Heranga mendeliana em heredogramas humanos. A. 
Convengoes do heredograma. B. Heranga de uma caracteristica do¬ 
minante. A caracteristica aparece em todas as geragoes. C. Heranga 
de uma caracteristica recessiva. Os dois individuos afetados sao filhos 
de parentes. 


SEGREGAgAO MENDELIANA EM 
FAMILIAS HUMANAS 

Nos seres humanos, o numero de filhos de um casal ge- 
ralmente e pequeno. A media atual nos EUA e de dois. 
Nos pafses em desenvolvimento, e de seis a sete. Esses 
numeros estao longe do poder estatfstico obtido por 
Mendel nos experimentos com ervilhas. Desse modo, as 
proporgoes fenotfpicas em famflias humanas costumam 
se desviar bastante das expectativas mendelianas. 

Vamos tomar como exemplo um casal em que ambos 
sejam heterozigotos para um alelo recessivo que, em 
condigao homozigota, causa fibrose cistica, uma doenga 
grave em que ha comprometimento da respiragao pelo 
acumulo de muco nos pulmoes e nas vias respiratorias. 
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Se o casal tivesse quatro filhos, esperarfamos encontrar 
exatam.en.te tres nao afetados e ura afetado pela fibrose cis- 
tica? A resposta e nao. Embora esse seja um resultado 
possfvel, nao e o unico. Ha, na verdade, cinco possibili- 
dades: 

1. Quatro sem a doenga e nenhum doente. 

2. Tres sem a doenga e um doente. 

3. Dois sem a doenga e dois doentes. 

4. Um sem a doenga e tres doentes. 

5. Nenhum sem a doenga e quatro doentes. 

Intuitivamente, o segundo resultado seria o mais pro- 
vavel, ja que esta de acordo com a proporgao de 3:1 de 
Mendel. Podemos calcular a probabilidade desse resulta¬ 
do, e de todos os outros, usando os principios de Mendel 
e tratando cada nascimento como uma ocorrencia inde- 
pendente (Figura 3.14). 

Em cada nascimento, a chance de que a crianga nao 
tenha a doenga e de 3/4. Portanto, a probabilidade de 
que as quatro criangas nao tenham a doenga e de (3/4) 
X (3/4) X (3/4) X (3/4) = (3/4) 4 = 81/256. Do mes- 
mo modo, a chance de que determinada crianga tenha 
a doenga e 1/4; assim, a probabilidade de que as quatro 
tenham a doenga e de (1/4) 4 - 1/256. Para encontrar 
as probabilidades dos tres outros resultados, precisamos 
reconhecer que cada um deles representa um conjunto 
de eventos distintos. O resultado de tres criangas sem 
a doenga e uma crianga doente, por exemplo, abrange 
quatro eventos distintos; se usarmos a letra U para simbo- 
lizar uma crianga sem a doenga e a letra A para indicar 
uma crianga doente, e se registrarmos as criangas em or- 


Pais Cc X Cc 



4 filhos 


Quantos nao afetados? 
Quantos afetados? 


Numero de filhos que sao: 


Nao afetados Afetados 

Probabilidade 

4 

0 

1 X (3/4) X (3/4) X {3/4} X (3/4) = 81 /256 

3 

1 

4 x (3/4) x (3/4) x (3/4) X (1/4) = 108/256 

2 

2 

6 x (3/4) x (3/4) x (1/4) X (1/4) = 54/256 

1 

3 

4 x (3/4) x (1/4) x (1/4) X (1/4) = 12/256 

0 

4 

1 X (1/4) X (1/4) X (1/4) X (1/4) = 1/256 


Distribuigao de probabilidade: 


0) 0,4 
1 0,3- 



0 12 3 4 

Numero de filhos afetados 


■ FIGURA 3.14 Distribuigao de probabilidade em famflias com quatro 
filhos e segregagao de um trago recessive. 


dem de nascimento, podemos representar esses eventos 
assim: 

UUUA, UUAU, UAUU e AUUU 

Como a probabilidade de cada uma e (3/4) 3 X (1/4), 
a probabilidade total de tres criangas sem a doenga e uma 
doente, qualquer que seja a ordem de nascimento, e 4 X 
(3/4) 3 X (1/4). O coeficiente 4 e o numero de maneiras 
em que poderia haver tres criangas sem a doenga e uma 
crianga doente em uma familia de quatro criangas. Da 
mesma maneira, a probabilidade de duas criangas sem a 
doenga e duas doentes e de 6 X (3/4) 2 X (1/4) 2 , ja que 
nesse caso ha seis eventos distintos. A probabilidade de 
uma crianga sem a doenga e tres doentes e de 4 X (3/4) 
X (1/4) 3 , ja que nesse caso ha quatro eventos distintos. 
A Figura 3.14 resume os calculos na forma de uma dis¬ 
tribuigao de probabilidade. Como era de se esperar, tres 
criangas sem a doenga e uma crianga doente e o resul¬ 
tado mais provavel (probabilidade de 108/256). Nesse 
exemplo as criangas sao divididas em duas classes fenoti- 
picas possrveis. Como ha apenas duas classes, as probabi¬ 
lidades associadas aos varios resultados sao denominadas 
probabilidades binomiais. O Apendice B: Probabilidades bi¬ 
nomials, no final do livro, generaliza o metodo de analise 
desse exemplo de modo que se possa aplica-lo a outras 
situagoes com duas classes fenotipicas. 

ACONSELHAMENTO GENfTICO 

O diagnostico de doengas geneticas costuma ser um pro- 
cesso dilicil. Na maioria dos casos e feito por medicos espe- 
cializados em genetica. O estudo desses disturbios requer 
avaliagao meticulosa, que inclui o exame dos pacientes, a 
entrevista de parentes e a analise minuciosa de estatfsticas 
vitais sobre nascimentos, mortes e casamentos. Os dados 
acumulados respaldam a definigao clfnica do disturbio e a 
determinagao de seu mecanismo de heranga. 

Os pais podem desejar saber qual e o risco de que os 
filhos herdem determinado disturbio, principalmente se 
houver outros parentes afetados. E responsabilidade do 
conselheiro genetico avaliar esses rise os e explica-los aos fu¬ 
tures pais. A avaliagao do risco requer bom conhecimen- 
to de probabilidade e estatistica, alem do amplo conheci- 
mento de genetica. 

Usemos como exemplo um heredograma que mostra 
a heranga de cancer colorretal nao polipoide hereditario (Figu¬ 
ra 3.15). Essa doenga e um dos varios tipos hereditarios de 
cancer. Ela e causada por mutagao dominante que afeta 
cerca de 1 em 500 individuos da populagao em geral. A 
idade media de surgimento do cancer colorretal nao po¬ 
lipoide hereditario em uma pessoa portadora da muta¬ 
gao e aos 42 anos. No heredograma, vemos que o cancer 
se manifesta em, no mmimo, um indivfduo de cada gera- 
gao e que todos os afetados tern pai ou mae com a doen¬ 
ga. Esses fatos sao compatrveis com o modo dominante 
de heranga da doenga. 

A questao do aconselhamento surge na geragao V. En- 
tre os nove individuos mostrados, dois sao afetados e sete, 
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FIGURA 3.15 Heredograma que mostra a heranga de cancer colorretal nao potipoide hereditario. 


nao. Mas todos os sete indivfduos nao afetados tinham 
pai ou mae com a doenga, que era obrigatoriamente he- 
terozigoto para a mutagao causadora do cancer. Portan- 
to, alguns desses sete indivfduos nao afetados podem ter 
herdado a mutagao e estao sob risco de ter cancer color- 
retal nao polipoide mais tarde. So o tempo dira. A medi- 
da que os indivfduos nao afetados envelhecem, os porta- 
dores da mutagao estao sob maior risco de desenvolver a 
doenga. Assim, quanto mais tempo eles permanecerem 
sem desenvolver a doenga, maior e a probabilidade de 
que realmente nao sejam portadores. Nessa situagao, o 
risco e uma fungao da idade e e preciso determina-lo em- 
piricamente a partir dos dados sobre a idade de infcio da 
doenga em indivfduos da mesma populagao, se possfvel 
da mesma famflia. Todos os sete indivfduos nao afetados 
terao de convive r com a ansiedade de ser um possfvel 
portador da mutagao causadora do cancer. Alem disso, 
em algum momento terao de decidir se desejam ter fi- 
lhos e correr o risco de transmitir a eles a mutagao. 

Outro exemplo e a situagao mostrada na Figura 3.16. 
Um casal, indicado por R e S na Figura 3.16A, esta preo- 
cupado com a possibilidade de ter um filho (T) com albi- 
nismo, disturbio recessivo caracterizado por ausencia total 
do pigmento melanina na pele, nos olhos e nos pel os. S, 



T 

A 


Cruzamento: Aa X Aa 

Espermalozoide 

JF~ —v jP" 

( A a 

A 

Ovocitos 
a 

Entre os filhos sem albinismo, 
2/3 sao heterozigotos. 


AA 

Aa 

aA 

aa 

Albinismo 


B 


■ FIGURA 3.16 Aconselhamento genetico de uma famflia com albinis¬ 
mo. A. O heredograma mostra a heranga do albinismo. B. 0 quadrado 
de Punnett mostra que, na prole sem albinismo, a frequencia de he¬ 
terozigotos e 2/3. 


a futura mae, tern albinismo, e R, o futuro pai, tern dois 
irmaos com albinismo. Portanto, aparentemente ha um 
risco de que a crianga nasga com albinismo. 

Esse risco depende de dois fatores: (1) a probabilida¬ 
de de que R seja um portador heterozigoto do alelo do 
albinismo (a) e (2) a probabilidade de que transmita esse 
alelo para T, se realmente for portador. S, que evidente- 
mente e homozigota para o alelo do albinismo, transmi- 
tira esse alelo para os filhos. 

Para determinar a primeira probabilidade, e preciso 
considerar os possfveis genotipos de R. Um deles, que ele 
seja homozigoto para o alelo recessivo (aa), e exclufdo 
porque sabemos que ele nao tern albinismo. No entanto, 
os dois outros genotipos, AA e Aa, sao possibilidades dis- 
tintas. Para calcular as probabilidades associadas a cada 
um deles, notamos que tan to o pai quanto a mae de R 
sao heterozigotos, pois tern dois filhos com albinismo. 
Portanto, o casamento que gerou R foi Aa X Aa, e desse 
casamento esperarfamos que 2/3 da prole sem albinis¬ 
mo fosse Aa e 1/3 fosse AA (Figura 3.16B). Desse modo, a 
probabilidade de que R seja um portador heterozigoto 
do alelo do albinismo e de 2/3. Para calcular a probabi¬ 
lidade de que ele transmita esse alelo para o filho, basta 
notar que a esta presente em metade de seus gametas. 

Em resumo, o risco de que T seja aa 

= [Probabilidade de que R seja Aa] X [Probabilidade 
de que R transmita a, supondo que seja Aa] 

- (2/3) X (1/2) - 1/3 

O exemplo da Figura 3.16 ilustra uma situagao sim¬ 
ples de aconselhamento na qual e possfvel determinar o 
risco com precisao. De modo geral, as circunstancias sao 
muito mais complexas, dificultando bastante a avaliagao 
do risco. A responsabilidade do conselheiro genetico e 
analisar as info imagoes do heredograma e determinar o 
risco com a maior precisao possfvel. Pratique o calculo de 
riscos geneticos analisando o exemplo apresentado em 
Problema resolvido: Previsao a partir de heredogramas. 

Hoje, o aconselhamento genetico 6 uma profissao 
consolidada. Nos EL A, todo conselheiro genetico tern 
mestrado e certificagao da American Board of Gene¬ 
tic Counseling, organizagao de controle que tambem 
e responsavel pela acreditagao de programas de espe- 
cializagao em aconselhamento genetico. Ha aproxima- 
damente 2.500 conselheiros geneticos certificados nos 
EUA. Eles sao treinados para obter e avaliar a historia 
familiar a fim de identificar o risco de doenga genetica. 
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Previsao a partir de heredogramas 

PROBLEMA 

O heredograma mostra a heranga de uma caracteristica recessiva 
em seres humanos. Os individuos que tern a caracteristica sao ho- 
mozigotos para um aleio recessivo a. Caso H e I, que sao primes 
em primeiro grau, se casern e tenham um filho, qua! e a chance de 
que a crianga tenha a caracteristica recessiva? 



FATOS E CONCE1TOS 

1. A crianga so tera uma caracteristica recessiva se tanto o pai 
quanto a mae tiverem o alelo recessivo. 

2. O pai (H) tern uma irma (G) com a caracteristica. 

3. A mae (i) tern a mae (E) com a caracteristica. 


4. A chance de que um heterozigoto transmita um aielo recessivo 
para o filho e de 1/2. 

5. No casamento entre dois heterozigotos, espera-se que 
2/3 dos filhos sem a caracteristica sejam heterozigotos 
(Figura 3.16B). 

ANALISE E SOLUCAO 

! e obrigatoriamente portadora heterozigota do alelo recessivo 
porque sua mae, E, e homozigota para esse alelo, mas a propria 
I nao tern a caracteristica. Portanto, a chance de que I transmita 
o alelo recessivo para o filho e de 1/2. Como a irma de H tern a 
caracteristica, seu pai e sua mae sao obrigatoriamente heterozigo¬ 
tos. Portanto, H, que nao tern o traqo, tern uma chance de 2/3 de 
ser heterozigoto, e caso seja, ha uma chance de 1/2 de que trans¬ 
mita o alelo recessivo para o filho. Reunindo todos esses fatores, 
calculamos a chance de que o filho de H e I tenha o trago como 
1/2 (a chance de I transmitir o aleio recessivo) X 2/3 (a chance 
de H ser heterozigoto) X 1/2 (a chance de H transmitir o alelo 
recessivo caso seja heterozigoto) = 1/6, um risco bastante alto. 


Tambem sao treinados para educar as pessoas acerca de 
doengas geneticas e oriental' sobre medidas de preven- 
gao ou de adaptagao a essas doengas. Os conselheiros 
geneticos fazem parte da equipe de saude, e geralmente 
sua experiencia e valorizada por outros profissionais de 
saude, que podem nao conhecer tao bem as causas ge¬ 
neticas da doenga. Os conselheiros geneticos precisam 
conhecer as ramificagoes eticas e legais de seu trabalho, 
e devem ser sensfveis as necessidades psicologicas, so- 
ciais, culturais e religiosas de seus pacienles. Tambem 


e essencial que tenham boa capacidade de comunica- 
gao. Faz parte do seu trabalho explicar questoes com- 
plexas aos pacientes, que podem nao saber muito sobre 
os principios da heranga ou nao ter conliecimentos de 
matematica para compreender o calculo dos riscos ge¬ 
neticos. No futuro, o fundo de informagoes geneticas, 
que esta em expansao permanente, sendo grande parte 
das informagoes oriundas do Projeto Genoma Humano, 
provavelmente tornara ainda mais desafiador o trabalho 
dos conselheiros eeneticos. 

o 


PONTOS ESSENCIAIS • Os heredogramas sdo usados para identificar caracteristicas dominantes e recessions em fami- 

lias humanos 

* A andlise do heredograma possibilita que os conselheiros geneticos avaliem o risco de heranga 
de uma caracteristica especijica por um indivtduo. 


Exerdcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Duas linhagens de camundongos altamente endo- 
gamicas, uma com pelagem negra e a outra com 
pelage m cinza, foram cruzadas, e toda a prole teve 
pelagem negra. Qual e o resultado previsto do in- 
tercruzamento da prole? 

Resposta: Sem dud da, as duas linhagens de camundon¬ 
gos sao homozigotas para diferentes alelos de um 


gene que eontrola a cor da pelagem: G para pe¬ 
lagem negra e g para pelagem cinza; o alelo G e 
dominante porque todos os animais F sao negros. 
Quando esses camundongos, de genotipo Gg, sao 
intercruzados, os alelos G e g segregam-se e produ- 
zem uma populagao F., constituida de tres genoti- 
pos, GG, Gg e gg, na proporgao 1:2:1. Entretanto, 
em vista da dominancia do alelo G, os genotipos GG 
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e Ggterao o mesmo fenotipo (pelagem negra); as¬ 
sim, a proporgao fenotfpica na F„ sera 3 camundon- 
gos negrosrl cinza. 

2. Uma planta heterozigota para tres genes de distri¬ 
buigao independente, Aa Bb Cc, e autofertilizada. 
Qual e a frequencia prevista na prole de (a) indivf- 
duos AA BB CC, (b) individuos aa bb cc, (c) indivf- 
duos AA BB CC ou aa bb cc, (d) individuos Aa Bb Cc, 
(e) individuos que nao sejam heterozigotos para os 
tres genes. 

Resposta: Como a distribuigao dos genes e independente, 
podemos analisar um de cada vez para obter as res- 
postas a cada uma das questoes. (a) Quando os in¬ 
dividuos Aa sao cruzados entre si, 1/4 da prole sera 
AA; o mesmo ocorre com os genes B e C, 1/4 dos 
individuos sera BB e 1/4, CC. Assim, podemos cal- 
cular a frequencia ( i. e., a probabilidade) de prole 
AA BB CC como (1/4) X (1/4) X (1/4) - 1/64. 
(b) A frequencia de individuos aa bb cc e calculada 
por raciocmio semelhante. Para cada gene, a fre¬ 
quencia de homozigotos recessivos na prole e de 
1/4. Assim, a frequencia de homozigotos recessivos 
triplos e de (1/4) X (1/4) X (1/4) - 1/64. (c) Para 
calcular a frequencia da prole de homozigotos do- 
minantes triplos ou homozigotos recessivos triplos 
— ocorrencias mutuamente exclusivas - somamos os 
resultados de (a) e (b): 1/64 + 1/64 = 2/64 = 1/32. 
(d) Para calcular a frequencia da prole de hetero¬ 
zigotos triplos, multiplicamos mais uma vez as pro- 
babilidades. Para cada gene, a frequencia de prole 
heterozigota e de 1/2; assim, a frequencia de hete¬ 
rozigotos triplos deve ser (1/2) X (1/2) X (1/2) = 
1/8. (e) A prole nao heterozigota para os tres ge¬ 
nes ocorre com uma frequencia igual a um menos 
a frequencia calculada em (d). Assim, a resposta e 

1 - 1/8 = 7/8. 

3. Duas linhagens geneticamente puras de ervilhas, 
uma com plantas altas e flores roxas e a outra 
com plantas anas e flores brancas, foram cru- 
zadas. Todas as plantas da F eram altas e pro- 
duziam flores roxas. O retrocruzamento dessas 
plantas com a linhagem parental ana de flores 
brancas produziu a seguinte prole: 53 plantas al¬ 
tas de flores roxas; 48 plantas altas de flores bran¬ 
cas; 47 plantas anas de flores roxas; 52 plantas 
anas de flores brancas. A distribuigao de genes 
que controlam o comprimento da planta e a cor 
das flores e independente? 

Resposta: A hipotese da distribuigao independente dos 
genes que determinam o comprimento da planta 


e a cor das flores tern de ser avaliada pelo teste do 
qui-quadrado dos resultados experimentais. Para 
obter esse dado, e preciso comparar os resultados 
as previsoes da hipotese genetica. Com base na pre- 
missa de que ha distribuigao independente dos dois 
genes, as quatro classes fenotfpicas na F 2 devem ser 
de 25% do total cada uma (200); isto e, cada uma 
deve ter 50 individuos. Para calcular o qui-quadra¬ 
do, e preciso calcular a diferenga entre cada obser- 
vagao e o valor previsto, elevar ao quadrado, dividir 
cada resultado pelo valor previsto e, depois, so mar 
os resultados: 

X 2 - (53 - 50) 2 /50 + (48 - 50)750 + (47 - 50)750 

+ (52 - 50)750 = 0,52 

Esse valor deve ser comparado ao valor critico da 
distribuigao de frequencia do qui-quadrado para 3 
graus de liberdade (calculado pelo numero de clas¬ 
ses fenotfpicas menos um). Como o valor calculado 
do qui-quadrado (0,52) e muito menor que o valor 
critico (7,815; veja a Tabela 3.2), nao ha dados para 
rejeitar a hipotese de distribuigao independente 
dos genes de comprimento da planta e cor das flo¬ 
res. Assim, podemos aceitar provisoriamente a ideia 
de distribuigao independente desses genes. 

4. A caracterfstica segregada no heredograma adiante 
e causada por um alelo dominante ou recessivo? 



Resposta: Os dois individuos afetados tern pais nao afeta- 
dos, o que e incompatfvel com a hipotese da carac- 
terfstica causada pelo alelo dominante. Assim, a ca¬ 
racterfstica parece ser causada por alelo recessivo. 

5. Em uma famflia com tres filhos, qual e a probabili¬ 
dade de que dois sejam homens e um seja mulher? 

Resposta: Para responder esta pergunta, precisamos apli- 
car a teoria de probabilidades binomiais. A proba¬ 
bilidade de qualquer crianga ser homem e 1/2 e de 
ser mulher e 1/2. A geragao de cada crianga e inde¬ 
pendente. Assim, a probabilidade de dois homens e 
uma mulher e (1 /2) 5 multiplicado pelo numero de 
maneiras em que podem aparecer dois homens e 
uma mulher na ordem de nascimento. Enumeran- 
do todas as ordens de nascimento possfveis — HHM, 
HMH e MHH — constatamos que sao tres as manei¬ 
ras. Assim, a resposta final e 3 X (1/2) 3 = 3/8. 









56 Fundamentos de Genetica 


AutoavaLia 




JW 


id 

VM 


Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. A fenilcetonuria, uma doenga metabolica de seres 
humanos, e causada por um alelo recessivo, k. Se 
dois portadores heterozigotos do alelo se casam e 
planejam ter cinco filhos: (a) Qual e a chance de 
que nenhuma crianga tenha a doenga? (b) Qual e a 
chance de que quatro criangas nao tenham a doen- 
ga e uma crianga tenha fenilcetonuria? (c) Qual e 
a chance de que pelo menos tres criangas nao te¬ 
nham a doenga? (d) Qual e a chance de que a pri- 
meira crianga seja uma menina sem a doenga? 

Resposta: Antes de responder as questoes, observe que 
no casamento entre dois heterozigotos, a proba- 
bilidade de que uma crianga especi'fica nao tenha 
a doenga e de 3/4, e a probabilidade de que uma 
crianga especi'fica seja afetada e de 1/4. Alem disso, 
a chance de qualquer crianga nascida ser homem e 
1/2 e de ser mulher e 1/2. 

(a) Para calcular a chance de que as cinco criangas 
nao tenham a doenga, use a Regra Multiplicativa 
de Probabilidades (Apendice A). A chance de cada 
crianga nao ter a doenga e de 3/4, e as cinco crian¬ 
gas sao independentes. Consequentemente, a pro¬ 
babilidade de cinco criangas nao afetadas e (3/4) :1 
= 0,237. Esse e o primeiro termo da distribuigao de 
probabilidade binomial (ver Apendice B) com p - 
3/4 c q = 1/4. 

(b) Para calcular a chance de que quatro criangas nao 
tenham a doenga e que uma crianga seja afetada, 
calcule o segundo termo da distribuigao binomial 
usando a formula do Apendice B: 

- [5!/(4! 1!) j X (3/4) 4 X (1/4) 1 = 5 X (81/1.024) = 0,399 

(c) Para determinar a probabilidade de que no mi'nimo 
ires criangas nao sejam afetadas, calcule o terceiro 
termo da distribuigao binomial e some ao primeiro 
e ao segundo termos: 


Formula 


Evento 

binomial 

Probabilidade 

5 sem doenga, 

[(5!)/(5!0!)j X 

0,237 

0 doente 

(3/4)-” (1/4)° = 


4 sem a doenga, 

1(5!)/(4! 1!)J X 

0,399 

1 doente 

(3/4)* (1/4)' = 


3 sem a doenga, 

[<5!)/(3! 2!)J X 

0,264 

2 doentes 

(3/4) 3 (1/4) 2 = 



Total 

0,900 


(d) Para determinar a probabilidade de que o primeiro 
filho seja uma menina sem a doenga, use a Regra 
da Multiplicagao: P (crianga nao afetada e menina) 
- P (crianga nao afetada) X P (menina) = (3/4) X 
(1/2) = (3/8). 


2. Em geral, os camundongos de populagoes selvagens 
tern pelagem cinza-acastanhada (ou agouti), mas em 
uma linhagem laboratorial, alguns camundongos 
tern pelagem amarela. Um mesmo macho amarelo 
cruza com varias femeas agouti. No total, nascem 
40 filhotes, 22 com pelagem agouti e 18 com pela- 
gem amarela. O intercruzamento dos animals agouti 

O u 

da F produz uma F t> , na qual todos sao agouti. Da 
mesma maneira, ha intercruzamento dos animais 
a mare l os da F , mas a prole F se divide em duas clas¬ 
ses; 30 sao agouti e 54 sao amarelos. Os cruzamentos 
subsequentes entre animais amarelos da F , lambem 
produzem prole amarela e agouti. Qual e a base ge¬ 
netica dessas diferengas na cor da pelagem? 

Resposta: Observant os que o cruzamento agouti X agouti 
produz apenas animais agouti e que o cruzamento 
amarelo X amarelo produz uma mistura de ama¬ 
relo e agouti. Assim, uma hipotese razoavel e que 
a pelagem amarela e causada por um alelo domi- 
nante, A, e que a pelagem agouti e causada por um 
alelo recessivo, a. De acordo com essa hipotese, as 
femeas agouti usadas no cruzamento inicial seriam 
aa e os machos amarelos seriam Aa. Presumimos 
que o macho era heterozigoto porque ele produziu 
numeros aproximadamente iguais de animais da 
F de pelagem agouti e amarela. Entre eles, os ani¬ 
mais agouti devem ser aa e os animais amarelos Aa. 
Essas atribuigoes de genotipo sao confirmadas pe- 
los dados da F,„ que mostram que os camundongos 
agouti da F eram geneticamente puros e que houve 
segregagao nos camundongos amarelos da F . No 
entanto, a proporgao de segregagao entre amarelo 
e agouti (54:30) parece nao concordat com a ex- 
pectativa mendeliana de 3:1. Essa discordancia e 
suficiente para rejeitara hipotese? 

Podemos usar o teste do X‘ para testar a discor¬ 
dancia entre os dados e as previsoes da hipotese. De 
acordo com a hipotese, 3/4 da prole F., do intercru¬ 
zamento amarelo X amarelo deve ser de animais 
de pelagem amarela e 1/4 deve ser agouti. Usando 
essas proporgoes, calculamos os numeros espera- 
dos da prole em cada classe e depois calculamos o 
com 2-1 = 1 grau de liberdade. 

(Obs-Esp) 2 / 


Fenotipo da F 

Obs 

Esp 

Esp 

amarelo 
{AA e Aa) 

54 

(3/4) X 84 = 63 

1,286 

agouti (aa) 

30 

(1/4) X 84 = 21 

3,857 

Total 

84 

84 

5,143 


O x 2 (5)143) e muito maior que o valor critico 
(3,841) para uma distribuigao do X" com 1 grau de 
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liberdade. Desse mode, rejeitamos a hipotese de 
segregagao da cor da pelagem na pro poreao men- 
deliana de 3:1. 

O que poderia ser responsavel pela nao segrega¬ 
gao da cor da pelagem como se supunha? Obtemos 
Lima pista notando que os cruzamentos amarelo X 
amarelo subsequentes nao criaram uma linhagem 
amarela geneticamente pura. Isso sugere que todos 
os animals amarelos sao heterozigotos Aa e que os 
homozigotos AA produzidos por cruzamento dos 
heterozigotos nao sobrevivem ao estagio adulto. 
A morte embrionaria e, na verdade, o motivo pelo 
qua! os camundongos amarelos sao sub-rep resenta- 
dos nos dados da F„. O exame uterino das femeas 
gravidas mostra que cerca de 1/4 dos embrioes mor¬ 
tem. Esses embrioes mortos tern obrigatoriamente 
o genotipo AA. Assim, uma unica copia do alelo A 
produz urn efeito fenotfpico visrvel (pelagem ama¬ 


rela), mas duas copias causam morte. Levando 
em conta essa mortalidade embrionaria, podemos 
modificar a hipotese e prever que 2/3 da prole F 
nascida viva deve ser amarela (A a) e 1/3 deve ser 
agouti (aa). Entao, podemos usar o X' para testar 
a coerencia dos dados dessa hipotese modificada. 


(Obs-Esp) 2 / 

Fenotipo da F., Obs Esp Esp 


amarelo (Aa) 

54 

(2/3) X 84 = 56 

0,071 

agouti (aa) 

30 

(1/3) X 84 = 28 

0,143 

Total 

84 

84 

0,214 

Esse x'~ c 

me nor 

que o valor critico 

para uma dis- 


tribuigao do com 1 grau de liberdade. Assim, os 
dados estao de acordo com as previsoes da hipotese 
modificada. 



Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


3.1 De acordo com as observagoes de Mendel, qual e a 
previsao dos seguintes cruzamentos de ervilhas: 

(a) Cruzamento de uma variedade alta (dominante e 
homozigota) com uma variedade ana. 

(b) Prole da autofertilizagao de (a). 

(c) Cruzamento da prole de (a) com a planta alta origi¬ 
nal. 

(d) Cruzamento da prole de (a) com a planta ana origi¬ 
nal. 

3.2 Mendel cruzou ervilhas que produziam semenles 
lisas com ervilhas que produziam sementes rugosas 
e promoveu a autofertilizagao da prole. Na geragao 
F.„ ele observou 5.474 sementes lisas e 1.850 semen- 
tes rugosas. Usando as letras We w para designar os 
alelos de textura da semenle, represente em diagra- 
ma os cruzamentos de Mendel, mostrando os ge¬ 
notipos das plantas em cada geragao. Os resultados 
sao compativeis com o Princfpio da Segregagao? 

3.3 Urn geneticista cruzou camundongos selvagens de 

o O o 

cor cinza com camundongos brancos (albinos). 
Toda a prole foi cinza. O intercruzamento dessa 
prole produziu uma F,, constitufda de 198 camun¬ 
dongos cinza e 72 camundongos brancos. Propo- 
nha uma hipotese para explicar esses resultados, 
represente os cruzamentos em diagrama e compare 
os resultados com as previsoes da hipotese. 

3.4 Uma mulher tern ptose, anormalidade palpebral 
rara que impede a abertura total dos olhos. Esse dis- 
turbio e causado por um alelo dominante, P. O pai 
da mulher tinlia ptose, mas a mae tinha palpebras 
normais. A avo paterna tinha palpebras normais. 


(a) Qua is sao os genotipos da mulher, do pai e da mae? 

(b) Que proporgao dos filhos dessa mulher tera ptose 
se ela casar com um homem que tern palpebras nor- 
inais? 

3.5 Em pombos, um alelo dominante C causa um pa- 
drao quadriculado nas penas; o alelo recessivo c 
causa um padrao liso. A cor das penas e controlada 
por um gene de distribuigao independente; o ale¬ 
lo dominante B produz penas vermelhas, e o alelo 
recessivo b produz penas castanlias. As aves de uma 
variedade vermelha, quadriculada e geneticamente 
pura sao cruzadas com aves da variedade castanha, 
lisa e geneticamente pura. 

(a) Qual deve ser o fenotipo da prole? 

(b) Que fenotipos aparecerao na F a do intercruzamento 
dessa prole e em que proporgoes? 

3.6 Em camundongos, o alelo C para pelagem colorida 
e dominante em relagao ao alelo c para pelagem 
branca, e o alelo V para comportamento normal e 
dominante em relagao ao alelo v para comporta¬ 
mento com marcha valsante, um tipo de perda da 
coordenagao. Determine os genotipos dos pais em 
cada um destes cruzamentos: 

(a) Camundongos coloridos normais com camundon¬ 
gos brancos normais produziram 29 filhotes colo¬ 
ridos normais e 10 filhotes coloridos com marcha 
valsante. 

(b) Camundongos coloridos normais com camundon¬ 
gos coloridos normais produziram 38 filhotes co¬ 
loridos normais, 15 filhotes coloridos com marcha 
valsante, 11 filhotes brancos normais e 4 filhotes 
brancos com marcha valsante. 
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(c) Camundongos coloridos normals com camundon- 
gos brancos com marcha valsante produziram 8 fi- 
lhotes coloridos normals, 7 filhotes coloridos com 
marcha valsante, 9 filhotes brancos normais e 6 fi¬ 
lhotes brancos com marcha valsante. 

3.7 Em coelhos, o alelo dominante B causa pelagem 
preta e o alelo recessivo b causa pelagem castanha; 
em um gene de distribuigao independente, o alelo 
dominante R causa pelagem longa e o alelo reces¬ 
sivo r (de rex ) causa pelagem curta. Um coelho ho- 
mozigoto de pelagem preta e longa e cruzado com 
um coelho de pelagem castanha e curta, e a prole 
e intercruzada. Na F , que proporgao dos coelhos 
com pelagem preta e longa sera homozigota para 
ambos os genes? 

3.8 Na raga bovina Shorthorn, o genotipo RR causa 
pelagem vermelha, o genotipo rr produz pelagem 
branca e o genotipo Rr, pelagem rua. Um melho- 
rista tern vacas e touros vermelhos, brancos e ruaos. 
Que fenotipos poderiam ser esperados nos seguin- 
tes cruzamentos e em que proporgoes? 

(a) vermelho X vermetho; 

(b) vermelho X ruao; 

(c) vermelho X branco; 

(d) ruao X ruao. 

3.9 Quantos tipos diferentes de gam etas F , genotipos 
F e fenotipos F seriam esperados dos seguintes 
cruzamentos: 

(a) AA X aa; 

(b) AA BB X aa bb; 

(c) AA BB CC X aa bb cc? 

(d) Que formulas gerais sugerem essas respostas? 

3.10 Um pesquisador estudou seis genes de distribuigao 
independente em uma planta. Cada gene tern um 
alelo dominante e um alelo recessivo: R, caule pre- 
to; r, caule vermelho; D, planta alta; d, planta ana; 
C, vagens infladas; c, vagens achatadas; O, frutos 
redondos; o, frutos ovais; II, folhas lisas; h , folhas 
pilosas; W, flores roxas; w, flores brancas. A partir 
do cruzamento (PI) RrDd cc Go Hh Ww X (P2) Rr 
dd Cc oo Hh ww, 

(a) Quantos tipos de gametas podem ser formados por 
PI? 

(b) Quantos genotipos sao possfveis na prole desse cru¬ 
zamento? 

(c) Quantos fenotipos sao possfveis na prole? 

(d) Qual e a probabilidade de obter o genotipo RrDd cc 
Oo hh ww na prole? 

(e) Qual e a probabilidade de obter um fenotipo de 
planta com caule preto, ana, vagem achatada, fru- 
to oval, folha pilosa e flor roxa na prole? 

3.11 Em cada uma das situagoes a seguir, determine os 
graus de liberdade associados ao teste do x 2 e deci- 
da se o valor de x 2 observado indica ou nao aceita- 
gao ou rejeigao da proporgao genetica da hipotese. 



Proporgao da hipotese 

X 2 observado 

(a) 

3:1 

7,0 

(b) 

1:2:1 

7,0 

(c) 

1 : 1:1:1 

7,0 

(d) 

9:3:3:1 

5,0 


3.12 Mendel fez um cruzamento-teste de ervilhas cultiva- 
das a partir de sementes de F amarelas e lisas com 
plantas cultivadas de sementes verdes e rugosas e 
obteve os seguintes resultados: 31 de sementes ama¬ 
relas e lisas; 26 de sementes verdes e lisas; 27 de se¬ 
mentes amarelas e rugosas; e 26 de sementes verdes 
e rugosas. Esses resultados sao compatrveis com a 
hipotese de que a cor e a textura da semente sao 
controladas por genes de distribuigao independen¬ 
te, cada um deles com dois alelos? 

3.13 Realize um teste do qui-quadrado para verificar se 
a proporgao observada de 30 ervilhas altas: 20 ervi¬ 
lhas anas e compativel com a proporgao esperada 
de 1:1 do cruzamento Dd X dd. 

3.14 As capsulas da semente da bolsa-d e-pas tor sao trian¬ 
gulares ou ovais. O cruzamento entre uma planta de 
sementes com capsulas triangulares e uma planta 
de sementes com capsulas ovals produziu F hibrida 
com capsulas triangulares. O intercruzamento des¬ 
ses hfbridos da F produziu 80 plantas F„, 72 delas 
com capsula triangular e 8 com capsula oval. Esses 
resultados sao compativeis com a hipotese de que o 
formato da capsula da semente e determinado por 
um unico gene com dois alelos? 

3.15 O albinism o em seres humanos e causado por um 
alelo recessivo, a. No casamento entre portadores 
conhecidos (Aa) e pessoas com albinismo (aa), que 
proporgao dos filhos deve ter albinismo? Conside- 
rando-se tres criangas, qual e a chance de nascimen- 
to de uma sem albinismo e duas com albinismo? 

3.16 Se o marido e a mulher forem portadores conhe¬ 
cidos do alelo para albinismo, qual e a chance das 
seguintes combinagoes em uma famflia com qua- 
tro filhos: (a) nenhum dos quatro afetados; (b) 
tres nao afetados e um afetado; (c) dois nao afe¬ 
tados e dois afetados; (d) um nao afetado e tres 
afetados? 

3.17 Em seres humanos, a catarata e a fragilidade ossea 
sao causadas por alelos dominantes com distribui¬ 
gao independente. Um homem que tern catarata 
e ossos normais casa com uma mulher que sem 
catarata, mas com ossos frageis. O pai do homem 
tinha olhos normais, e o pai da mulher tinha ossos 
normais. Qual e a probabilidade de que o primei- 
ro filho desse casal (a) nao tenha nenhuma dessas 
anormalidades, (b) tenha catarata, mas nao ossos 
frageis; (c) tenha ossos frageis, mas nao catarata; 

(d) tenha catarata e ossos frageis? 
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3.18 Na geragao V do heredograma na Figura 3.15, qual 
e a probabilidade de encontrar sete criangas sem a 
mutaqao causadora de cancer e duas criangas com 
essa mutagao em um total de nove criangas? 

3.19 Se um homem e uma mulher heterozigotos para 
um gene tern tres filhos, qual e a chance de que os 
tres tambem sejam heterozigotos? 


i 

ii 



in 

iv 




3 



3.20 Se quatro bebes nascem em determinado dia: 

(a) Qual e a chance de que sejam dois meninos e duas 
meninas? 

(b) Qual e a chance de que sejam quatro meninas? 

(c) Qual e a combinaqao mais provavel de meninos e 
meninas nos quatro bebes? 

(d) Qual e a chance de que pelo menos um bebe seja 
menina? 

3.21 Em uma familia com seis filhos, qual e a chance de 
que pelo menos tres sejam meninas? 

3.22 O heredograma a seguir mostra a heranga de uma 
caracteristica dominante. Qual e a chance de que a 
prole dos seguintes casamentos tenha a caracteristi¬ 
ca: (a) III-l X III-3; (b) III-2 X III-4? 



3.23 O heredograma a seguir mostra a heranga de uma 
caracteristica recessiva. Exceto se houver prova 
contraria, considere que os individuos que se casa- 
ram na familia nao tern o alelo recessivo. Qual e a 
chance de que as proles dos seguintes casamentos 
tenham a caracteristica: (a) III-l X III-l 2; (b) III-4 
X III-14; (c) III-6 X III-l 3; (D) IV-I X IV-2? 



3.24 Nos heredogramas a seguir, determine se e mais 
provavel que a caracteristica seja causada por um 
alelo dominante ou por um alelo recessivo. Supo- 
nha que a caracteristica seja rara na populagao. 



i 


(a) 


(b) 

3.25 No heredograma ( b ) do Problema 3.24, qual e a 
chance de que o casal III-l e III-2 tenha um filho 
afetado? Qual e a chance de que o casal IV-2 e IV-3 
tenha um filho afetado? 

3.26 Ervilhas heterozigotas para tres genes de distribui- 
gao independente foram intercruzadas. 

(a) Que proporgao da prole sera homozigota para os 
tres alelos recessivos? 

(b) Que proporgao da prole sera homozigota para os 
tres genes? 

(c) Que proporgao da prole sera homozigota para um 
gene e heterozigota para os outros dois? 

(d) Que proporgao da prole sera homozigota para o ale¬ 
lo recessivo de no mmimo um gene? 

3.27 O heredograma a seguir mostra a heranga de uma 
caracteristica recessiva. Qual e a chance de que o 
casal III-3 e III-4 tenha um filho afetado? 
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.28 Um geneticista cruza ervilhas altas e baixas. Todas 
as plantas de F sao altas. Em seguida, permite-se 
a autoferti 1 izaqao das plantas de F , e as plantas da 
F., sao classificadas por altura: 62 altas e 26 baixas. 
A partir desses resultados, o geneticista conclui 
que a baixa estatura em ervilhas e determinada 
por um alelo recessivo (s) e que a estatura elevada 
e causada por um alelo dominante (5). Com base 
nessa hipotese, 2/3 das plantas altas da F devem 
ser heterozigotas. Para testar essa previsao, o gene¬ 
ticista usa polen de cada uma das 62 plantas altas 
para fertilizar os ovulos de flores emasculadas em 
plantas baixas. No ano seguinte, tres sementes de 
cada um dos 62 cruzamentos sao cultivadas no jar- 
dim ate a maturidade das plantas. Se nenhuma das 
tres plantas de um cruzamento for baixa, o genitor 
de sexo masculino e classificado como homozigo- 
to SS; se pelo menos uma das tres plantas de um 
cruzamento for baixa, o genitor do sexo masculi¬ 
no e classificado como heterozigotos Ss. Usando 
esse sistema de teste da prole, o geneticista conclui 
que 29 das 62 plantas da ¥,, altas cram homozigotas 
SS e que 33 dessas plantas eram heterozigotas 5s. 
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(a) Usando o teste do qui-quadrado, avalie a medida 
do ajustamento desses resultados a previsao de 
que 2/3 das plantas altas da F, devem ser heterozi- 
gotas. 

(b) Explique por que o procedimento do geneticista 
para classificar as plantas altas da F t , segundo o geno- 
tipo nao e definitivo. 

(c) Faga o ajuste para incerteza no metodo de classifica- 
gao do geneticista e calcule as frequences esperadas 
de homozigotos e heterozigotos entre as plantas al¬ 
tas da F 2 . 

(d) Avalie as previsoes obtidas cm (c) usando o teste do 
qui-quadrado. 


3.29 Um pesquisador que estuda o albinismo identi- 
ficou um grande grupo de f'amilias com quatro 
filhos em que ao menos uma crianga tern albi¬ 
nismo. Nenhum dos pais nesse grupo de farmlias 
tern albinismo. A proporgao entre criangas sem 
albinismo e com albinismo e de 1,7:1. O pesqui¬ 
sador esta surpreso com o resultado, porque es- 
perava uma proporgao de 3:1, de acordo com o 
principio da segregagao de Mendel. Voce e capaz 
de explicar a proporgao de segregagao aparen- 
temente nao mendeliana nos dados do pesquisa¬ 
dor? 


Geno mica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


1. Gregor Mendel definiu as re gras de heranga por meio 
de experimentos com ervilhas (Pisum sativum). O 
genoma desse organismo ja foi sequenciado, ou esta 
sendo sequenciado atualmente? 

2. Quais os genomas de plantas que ja foram comple- 
tamente sequenciados? 


3. Qual e a importancia cientifica ou agricola das plantas 
cujos genomas foram completamente sequenciados? 

Dica: No site, clique em Genomes and Maps, depois em 
Genome Project e, por fim, em Plant Genomes. 


Extensoes do 
Mendelismo 


PANORAMA 


Varia^ao alelica e fun^ao genica 
A$ao genica | Do genotipo ao fenotipo 
Endogamia | Outro olhar nos heredogramas 


A genetica cresce alem da horta do 
mosteiro de Mendel 

Em 1902, entusiasmado pelo que lera no artigo de Mendel, o bio¬ 
logo britanico William Bateson pubiicou a tradugao em ingles do 
texto alemao de Mendel e anexou a ela um breve relato intitulado 
Mendelism - the Principles of Dominance, Segregation, and Inde¬ 
pendent Assortment (Mendelismo - os principios da dominancia, 
da segregagao e da distribuigao independente). Mais tarde, em 
1909, ele pubiicou Mendel's Principles of Heredity (Principios da 
hereditariedade de Mendel), em que resumia todos os dados exis- 
tentes ate entao que respaldavam os achados de Mendel. Esse 
livro foi extraordinario por dois motivos. Primeiro, examinou os 
resultados de experimentos de cruzamento com muitas plantas 
e muitos animais diferentes e demonstrou a validade dos princi¬ 
pios de Mendel em cada caso. Segundo, considerou as implicagoes 
desses experimentos e levantou questoes sobre a natureza funda¬ 
mental dos genes, ou, como Bateson os denominou, "caracteres 
unitarios". Na epoca da publicagao do livro de Bateson, a palavra 
“gene" ainda nao havia sido inventada. 

O livro de Bateson teve papel crucial na divulgaqao dos princi¬ 
pios do mendelismo para o mundo cientifico. Botanicos, zoologos, 
naturalistas, horticultores e melhoristas de animais compreende- 
ram a mensagem em linguagem clara e direta: os principios de 
Mendel - testados em experimentos com ervilha, feijao, girassol, 
algodao, trigo, cevada, tomate, milho e diversas plantas ornamen- 
tais, alem de bois, carneiros, gatos, camundongos, coelhos, cobaias, 
galinhas, pombos, canarios e mariposas- eram universais. No pre- 
facio desse livro, Bateson dedarou: "Assim, o estudo da heredi¬ 
tariedade torna-se um ramo organizado da ciencia fisiologica, ja 
abundante em resultados e sem igual em promessas."* 



* Bateson, W. 1909. Mendel's Principles oj Heredity. University Press, Cam¬ 
bridge, lnglaterra. 


Diversas espedes de plantas cultivadas. Experimentos com muitas 
plantas diferentes ampliaram os principios de dominancia, segrega- 
gao e distribuigao independente de Mendel. 
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Variagao alelica e fungao genica 


Os diversos tipos de alelos dos genes afetam os fenotipos 
de maneiras diferentes. 

Os experimentos de Mendel estabeleceram que os genes 
podem existir em formas alternativas. Para cada um dos 
sete t rag os que estudou — cor da semente, textura da se- 
mente, altura da planta, cor das flores, posigao das flores, 
formato da vagem e cor da vagem - Mendel identificou 
dois alelos, um dominante e outro recessivo. Essa des- 
coberta sugeriu uma dicotomia funcional simples entre 
alelos, como se um alelo fosse inativo e o outro, o unico 
responsavel pelo fenotipo. No entanto, pesquisas no ini- 
cio do seculo 20 mostraram que essa e uma simplificagao 
excessiva. Os genes podem existir em mais de dois esta- 
dos alelicos, e cada alelo pode ter um efeito diferente no 
fenotipo. 

dominAncia incompleta e 

CODOMINANCIA 

Um alelo e dominante se tiver o mesmo efeito fenotfpico 
em heterozigotos e homozigotos — is to e, os genotipos Aa 
e AA produzem fenotipos iguais. As vezes, porem, o he- 
terozigoto tern fenotipo diferente dos dois homozigotos 
associados a ele. A cor da flor boca-de-leao, Antirrhinum 
majus, e um exemplo. As variedades branca e vermelha 
sao homozigotas para diferentes alelos de um gene de¬ 
le rminante da cor; quando cruzadas, produzem hetero¬ 
zigotos com flores rosa. Portanto, diz-se que o alelo para 
cor vermelha (W) tern dominancia incompleta, ou partial, em 
relagao ao alelo para cor branca ( w ). A explicagao mais 
provavel e que a intensidade da pigmentagao nessa espe- 
cie depende da quantidade de um produto especificado 
pelo gene da cor (Figura 4.1). Se o alelo Wespecifica esse 
produto e o alelo w nao, homozigotos WW terao o dobro 
do produto em relagao a heterozigotos Ww e, portanto, 
cor mais intensa. Quando o fenotipo do heterozigoto e 
intermediario entre os fenotipos dos dois homozigotos, 
como aqui, as vezes se diz que o alelo parcialmente do¬ 


minante e semidominante (semi- e derivado do latim e sig- 
nifica “metade”). 

Outra excegao ao princfpio da dominancia simples 
surge quando um heterozigoto tern caracteristicas obser- 
vadas nos dois homozigotos associados. Isso ocorre com 
os tipos sangumeos humanos, identificados por testes de 
pesquisa de produtos celulares especiais chamados anti- 
genos. Um antigeno e detectado pela capacidade de rea- 
gir com fatores obtidos do soro sanguine o. Esses fatores, 
produzidos pelo sistema imune, reconhecem antigenos 
especificos. Assim, por exemplo, o soro anti-M reconhece 
apenas o antigeno M em celulas sanguineas humanas; o 
soro anti-N reconhece apenas o antigeno N nessas celu¬ 
las (Figura 4.2). Quando um desses soros detecta seu anti¬ 
geno especiflco no teste de tipagem sanguinea, as celulas 
aglomeram-se em uma reagao de aglutina^do. Assim, a 
analise de aglutinagao das celulas com diferentes soros 
possibilita ao profissional da area medica identificar os 
antigenos presentes e, portanto, o tipo sanguineo. 

A capacidade de produzir os antigenos M e N e de- 
terminada por um gene com dois alelos. Um alelo de- 
termina a produgao do antigeno M e o outro, do anti¬ 
geno N. Homozigotos para o alelo M produzem apenas 
o antigeno M e homozigotos para o alelo N, apenas o 
antigeno N. No entanto, heterozigotos para esses dois 
alelos produzem os dois tipos de antigenos. Como os 
dois alelos parecem contribuir de maneira independente 
para o fenotipo dos heterozigotos, diz-se que sao codomi- 
nantes. A codominancia implica independencia de fun- 
gao do alelo. Nenhum alelo e dominante, nem mesmo 
parcialmente dominante, em relagao ao outro. Portanto, 
seria improprio distinguir os alelos por letras maiuscula 
e minuscula, como fizemos nos exemplos anteriores. Em 
vez disso, os alelos codominantes sao representados por 
sobrescritos no simbolo do gene, nesse caso a letra L — 
uma homenagem a Karl Landsteiner, o descobridor da 
tipagem sanguinea. Assim, o alelo M e L M e o alelo N e L A . 


Tipo sanguineo 

Gendtipo (antigeno presente) Reacoes com antissoro 


Quantidade de 
Fenotipo Genotipo produto do gene 


Soro anti-M 


Soro anti-N 




LM lm 


IN l n 


■ FIGURA 4,1 Base genetica da cor da flor boca-de-leao. O alelo W 
e incompletamente dominante em relagao a w. As diferengas entre 
os fenotipos poderiam ser causadas por diferengas na quantidade do 
produto especificado pelo alelo IV. 


M 

(M) 


Vermelha 

WW 

2x 



Rosa 

Ww 

X 

l_M j_N 

MN 

(MeN) 

Branca 

ww 

0 




N 

(N) 




■ FIGURA 4.2 Detecgao dos antigenos M e N em celulas do sangue 
por aglutinagao com antissoro especifico. E possivet identificar tres 
tipos sangumeos com os soros anti-M e anti-N. 










Capftulo 4 | Extensoes do Mendelismo 63 


A Figura 4.2 mostra os tres genotipos possiveis formados 
pelos alelos L M e L N e os fe notip os associados. 


ALELOS MULTIPLOS 

O conceito mendeliano de que so existem dois estados 
alelicos dos genes teve de ser modificado quando se 
descobriram genes com tres, quatro on mais alelos. Um 
exemplo classico de um gene com alelos multiplos e o que 
controla a cor da pelagem em coelhos (Hgura 4.3). O 
gene determinante da cor, designado pela letra c minus- 
cula, tem quatro alelos, tres deles indicados por sobres- 
crito: c (albino), d (himalaio), <f h (chinchila) e c + (tipo selva- 
gem) . Na condigao homozigota cada alelo tem um efeito 
caracterfstico sobre a cor da pelagem. Como a maioria 
dos coelhos em populagoes selvagens e homozigota para 
o alelo (?, este e denominado tipo selvagem. Em genetica e 
comum representar alelos selvagens por um sinal de mais 
sobrescrito depois da letra que indica o gene. Quando o 
contexto e claro, as vezes a letra e omitida e se usa apenas 
o sinal de mais; assim, pode-se abreviar apenas como +. 

Os outros alelos do gene c sao mutantes — formas al- 
teradas do alelo selvagem que certainente surgiram em 
algum momento durante a evolugao do coelho. Os alelos 
himalaia e chinchila sao indicados por sobrescritos, mas 
o alelo albino e indicado apenas pela letra c (de colorless 
[incolor], outra palavra que designa o albino). Essa no- 
tagao reflete outro costume em nomenclatura genetica: 
normalmente os genes recebem o nome de um alelo mu* 
tante, em geral do alelo associado ao fenotipo mais anor- 
mal. A convengao de dar o nome de um alelo mutante a 
um gene costuma ser compatfvel com a convengao que 
apresentamos no Capftulo 3 — de denominar os genes 
de acordo com o alelo recessivo — porque a maioria dos 
alelos mutantes e recessiva. No entanto, as vezes um alelo 
mutante e dominante, caso em que o gene e denomina¬ 
do de acordo com o fenotipo associado. Por exemplo, 


Genotipo 


jr, j 



Tipo selvagem 


Fenotipo 

Pelos brancos em todo o corpo 

Pelos pretos nas extremidades; 
pelos brancos no restante do corpo 

Pelos brancos de pontas pretas 
no corpo 

Pelos coloridos em todo o corpo 


■ FIGURA 4.3 Cor da pelagem em coelhos. Os diferentes fenotipos 
sao causados por quatro alelos diferentes do gene c. 


um gene em camundongos determina o comprimento 
da cauda. O primeiro alelo mutante desse gene a ser 
descoberto causava o encurtamento da cauda em hete- 
rozigotos. Assim, esse mutante dominante foi simboliza- 
do por T ( tail-length [comprimento da cauda]). Todos os 
outros alelos desse gene — e existem muitos - foram de- 
signados por uma letra maiuscula ou minuscula, quando 
dominantes ou recessivos; os alelos diferentes sao distin- 
guidos por sobrescritos. 

Outro exemplo de alelos multiplos vem do estudo dos 
tipos sangumeos humanos. Os tipos A, B, AB e O, como 
os tipos M, N e MN ja discutidos, sao identificados pelo 
teste de uma amostra de sangue com diferentes soros. 
Um soro detecta o antfgeno A e outro, o antfgeno B. 
Quando as celulas tem apenas o antfgeno A, o sangue e 
tipo A; quando tem apenas o antfgeno B, o sangue e tipo 
B. Quando os dois antfgenos estao presentes, o sangue e 
tipo AB, e quando nao ha antfgeno, e tipo O. A tipagem 
em relagao aos antfgenos A e B e totalmente indepen- 
dente da tipagem em relagao aos antfgenos M e N. 

O gene responsavel pela produgao dos antfgenos A e 
B e designado pela letra I. Ele tem tres alelos: P, P e i. O 
alelo P especifica a produgao do antfgeno A, e o alelo I B 
especifica a produgao do antfgeno B. No entanto, o alelo i 
nao especifica antfgeno. Entre os seis genotipos possiveis, 
ha quatro fenotipos — os tipos sangumeos A, B, AB e O (Ta- 
bela 4.1). Nesse sistema, os alelos I 1 e P sao codominantes, 
pois ambos sao expressos igualmente nos heterozigotos I A 
P, e o alelo i e recessivo em relagao os dois alelos, P e P. Os 
tres alelos sao encontrados em frequencias consideraveis 
nas populagoes humanas; assim, diz-se que o gene I e po- 
timorfico, termo derivado do grego que significa “que tem 
muitas formas”. Analisaremos o significado populacional 
e evolutivo dos polimorfismos geneticos no Capftulo 24. 


s£rie ale lic a 

j* 

E possfvel estudar as relagoes funcionais entre os mem- 
bros de uma serie de alelos multiplos fazendo combina- 
goes de heterozigotos por cruzamentos entre homozigo- 
tos. Por exemplo, os quatro alelos do gene c em coelhos 
podem ser combinados entre si para produzir seis tipos 
diferentes de heterozigotos: d c, <f h c, c + c, C h d, c + d e 
c <f k Esses heterozigotos tornam possfvel estudar as rela¬ 
goes de dominancia entre os alelos (Figura 4.4). O alelo 
selvagem e totalmente dominante em relagao a todos os 
outros alelos na serie; o alelo chinchila e parcialmente do¬ 
minante em relagao aos alelos himalaia e albino, e o alelo 
himalaia e totalmente dominante em relagao ao alelo al¬ 
bino. Essas relagoes de dominancia sao resumidas como 
C* > <f h > d > c. 

Note que a hierarquia de dominancia acorn panha os 
efeitos dos alelos sobre a cor da pelagem. Uma expli- 
cagao plausfvel e que o gene c controla uma etapa na 
formagao do pigmento preto na pelagem. O alelo tipo 
selvagem e totalmente ativo nesse processo, produzindo 
pelos coloridos em todo o corpo. Os alelos chinchila e hi¬ 
malaia tem atividade apenas parcial, produzindo alguns 
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Tab el a 4.1 


Cendtipos, fenotipos e frequences no sistema ABO de tipos sangumeos. 


Gendtipo 

Tipo 

sanguineo 

Presenga de antfgeno A 

Presenga de antfgeno B 

Frequencia na populagao branca dos EDA (%) 

l A i A ou l A i 

A 


— 

41 

l B l B ou I s i 

B 

— 

+ 

11 

IY 

AB 

+ 

+ 

4 

a ■* 

// 

0 


—■ 

44 


pelos coloridos, e o alelo albino 6 totalmente inativo. Ale- 
los inativos sao chamados nulos ou amorficos (do grego, 
“sem forma”); quase sempre sao totalmente recessivos. 
Alelos parcialmente ativos sao chamados hipomorficos (do 
grego, “abaixo da forma”); sao recessivos em relagao a 
alelos mais ativos, entre eles (geralmente) o alelo selva- 
gem. Adiante neste capftulo, avaliaremos a base bioqui- 
mica dessas diferengas. 


TESTANDO MUTACOES GENICAS 
PARA ALELISMO 

Um alelo mutante e criado quando urn alelo existente 
passa a um novo estado genetico - processo denominado 
mutagao. Esse processo sempre implica uma alteragao da 
composigao lisica do gene (ver Capftulo 13) e, as vezes, 
produz um alelo que tern efeito fenotipico detectavel. Se, 
por exemplo, houvesse mutagao do alelo c + para um ale- 


Fenotipo Gendtipo 



Chinchila claro com pontas pretas 





Himalaia 

■ FIGURA 4,4 Fenotipo de diferentes combinagoes de alelos c em co- 
elhos. Os alelos constituem uma serie, com o alelo tipo selvagem, 
c + , dominante em relagao a todos os outros alelos, e o alelo nuto, 
c (albino), recessive em relagao a todos os outros alelos; um alelo 
hipomdrfico, c c,) (chinchila), e parcialmente dominante em relagao ao 
outro, c h (himalaia). 


lo nulo, o coelho homozigoto para essa mutagao teria o 
fenotipo albino. No entanto, nem sempre e possivel atri- 
buir uma nova mutagao a um gene com base em seu efei¬ 
to fenotipico. Em coelhos, por exemplo, varios genes de- 
terminam a cor da pelagem, e a mutagao de qualquer um 
deles poderia reduzir, alterar ou extinguir a pigmentagao 
dos pelos. Assim, se uma nova cor de pelagem surgir em 
uma populagao de coelhos, nao se notara imediatamente 
qual e o gene mutante. 

Pode-se usar um teste simples para verificar a identida- 
de alelica de uma nova mutagao, desde que seja recessiva. 
O procedimento requer cruzamentos para combinar a 
nova mutagao recessiva com mutagoes recessivas de ge¬ 
nes conhecidos (Figura 4.5). Se a prole hibrida tiver feno¬ 
tipo mutante, a nova mutagao e a mutagao testadora sao 
alelos do mesmo gene. Se a prole hibrida tiver fenotipo 
selvagem, a nova mutagao e a mutagao testadora nao sao 
alelos do mesmo gene. Esse teste baseia-se no prinefpio 
de que as mutagoes do mesmo gene comprometem a 
mesma fungao genetica. Se essas duas mutagoes forem 
combinadas, o organismo sera anormal para essa fungao 
e tera fenotipo mutante, ainda que as duas mutagoes te- 
nham origem independente. 

E importante lembrar que esse teste so se aplica a mu¬ 
tagoes recessivas. Nao e possivel testar as mutagoes domi- 
nantes dessa maneira porque elas exercem efeitos mes¬ 
mo que haja uma copia selvagem do gene. 

Vamos tomar como exemplo a analise de duas mu¬ 
tagoes recessivas que afetam a cor dos olhos na mos- 
ca-das-frutas. Drosophila melanogaster (Figura 4.6) . Esse or¬ 
ganismo foi estudado por geneticistas durante um seculo, 
e foram identificadas muitas mutagoes diferentes. Duas 
mutagoes recessivas isoladas independentes, chamadas 
cinnabar (cinabre) e scarlet (escarlate), sao fenotipica- 


Nova mutacao Gendtipo Fenotipo 
recessiva testador do hibrido 


Conclusao 


c*c* 



Tipo selvagem 
Tipo selvagem 
Mutante 
Tipo selvagem 


a e c* nao sao alelos 
bee* nao sao alelos 
c e c* sao alelos 
d e c* nao sao alelos 


■ FIGURA 4 5 Esquema geral para testar o aielismo de mutagoes re¬ 
cessivas. Duas mutagoes sao alelos se um hfbrido que contem as duas 
tern o fenotipo mutante. 
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Fenotipos 


Testes de alelismo 



Mutantes 
cinnabar 
cinnabar-2 
scarlet 



Cruzamento 


cinnabar X scarlet 



cinnabar-2 X cinnabar 



cinnabar-2 X scarlet 



Cor dos olhos hibrida Conclusao 


Tipo selvagem 



Tipo selvagem 



cinnabar e 
scarlet sao 
mutacoes em 
diferentes genes. 

cinnabar-2 
e cinnabar 
sao alelos do 
mesmo gene. 

cinnabar-2 e 
scarlet sao 
mutacoes em 
diferentes genes. 


■ Fl CURA 4.6 Teste do alelismo de mutagoes recessivas relativas a cor dos olhos em Drosophila. Testa-se o alelismo de tres mutagoes com 
fenotipos identicos, cinnabar, scarlet e cinnabar-2, por meio de cruzamentos entre pares de moscas homozigotas para diferentes mutagoes. Os 
fenotipos dos hibrldos mostram que as mutagdes cinnabar e cinnabar-2 sao alelos de um unico gene e que a mutagao scarlet nao e um alelo 
desse gene, 


mente indislingufveis, pois ambas causam olhos verme- 
lho-brilhantes. Nas moscas do lipo selvagem, os olhos sao 
vermelho-escuros. Queremos saber se as mutagdes cinna¬ 
bar e scarlet sao alelos de um unico gene determinante da 
cor on se sao mutagoes em dois genes diferentes. Para 
encontrar a resposta, precisamos cruzar as linhagens 
mutantes homozigotas entre si e produzir uma prole hi¬ 
brida. Se os hfbridos tiverem olhos vermelho-brilliantes, 
concluiremos que cinnabar e scarlet sao alelos do mesmo 
gene. Se tiverem olhos vermelho-escuros, concluiremos 
que sao mutagdes em genes diferentes. 

A prole hibrida tern olhos vermelho-escuros; isto e, e 
do tipo selvagem e nao mutante. Assim, cinnabar e scar¬ 
let nao sao alelos do mesmo gene, mas sim mutagdes em 
dois genes diferentes, ambos aparentemente implicados 
no controle da pigmentagao do olho. Quando testamos 
o alelismo de uma terceira mutagao, cinnabar-2, com as 
mutagdes cinnabar e scarlet , constatamos que a combina- 
gao hibrida de cinnabar-2 e cinnabar tent o fenotipo mu¬ 
tante (olhos vermelho-brilliantes) e que a combinagao 
hibrida de cinnabar-2 e scarlet tem o fenotipo selvagem 



Teste de alelismo 


Dois pesquisadores, em trabalhos independentes, descobriram 
um camundongo albino em suas grandes colonias reprodutivas 
de animais selvagens. O teste genetico indica que os dois ca- 
mundongos sao homozigotos para uma mutagao recessiva que 
impede a produgao de pigmento. Um camundongo albino de 
uma colonia e cruzado com um camundongo albino da outra 
colonia, e toda a prole tem a cor do corpo tipo selvagem. As 
duas mutagoes albinas sao alelicas? 

► Leia a resposta doproblema no site 
http: //gen-io. grupogen .com.br. 


(olhos vermelho-escuros). Esses resultados mostram que 
as mutagoes cinnabar e cinnabar-2 .sao alelos de um gene 
determinante da cor e que a mutagao scarlet nao e um 
alelo desse gene, A mutagao scarlet define outro gene de¬ 
terminante da cor. 

O teste para verificar se as mutagoes sao alelos de de- 
terminado gene e baseado no efeito fenotfpico da combi¬ 
nagao das mutagoes no mesmo indivfduo. Se a combina¬ 
gao hibrida for mutante, conchumos que as mutagoes sao 
alelos; se for selvagem, conclmmos que nao sao alelos. O 
Capftulo IS explica como esse teste - denominado teste 
de complemenlacdo na terminologia moderna - possibilita 
aos geneticistas definir as fungoes de genes individuals. 
Para consolidar a compreensao dos conceitos expostos 
aqui, tente resolver o problema do boxe Resolva!: Teste 
de alelismo. 

VARIA^AO ENTRE OS EFEITOS 
DAS MUTACOES 

Os genes sao identificados por mutagdes que alteram o 
fenotipo de modo visfvel. Por exentplo, uma mutagao 
pode alterar a cor ou o formato dos olhos, modificar 
um comportamento, causar esterilidade ou ate mesmo 
a morte. A enorme variagao entre os efeitos de mutagoes 
individuals sugere que cada organismo tem muitos tipos 
diferentes de genes e que cada um deles pode sofrer mu¬ 
tagdes de diferentes maneiras. Na natureza, as mutagdes 
sao a materia-prima da evolugao (ver Capftulo 24). 

As mutagdes que alteram alguni aspecto da morfolo- 
gia, eomo a textura ou a cor das sementes, sao denomi- 
nadas mutacoes visiveis. A maioria das mutagdes visfveis e 
recessiva, mas um pequeno numero delas e dominante. 
Os geneticistas aprenderam muito sobre os genes por 
analise das piopriedades dessas mutagdes. Encontrare- 
mos muitos exemplos dessa analise ao longo deste livro. 
As mutagdes que limitam a reprodugao sao denominadas 
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mutagdes estereis. Algumas mutagoes estereis afetam ambos 
os sexos, mas a maioria afeta o sexo masculino ou femi- 
nino. Como as mutagoes visfveis, as mutagoes estereis 
podem ser dommantes ou recessivas. Algumas mutagoes 
estereis impedem totalmente a reprodugao, ao passo que 
outras causam apenas seu leve comprometimento. 

As mutagoes que interferem nas fungoes vitais sao 
denominadas mutagdes letais. O efeito fenotipico e a 
morte. Sabemos que muitos genes sao capazes de so¬ 
fter mutagao para o estado letal. Assim, cada um desses 
genes e absolutamente essencial para a vida. As mu¬ 
tagoes letais dominantes que atuam no infcio da vida 
sao perdidas uma geragao depois que ocorrem porque 
os portadores morrem; no entanto, as mutagoes letais 
dominantes que atuam mais tarde, apos a reprodugao, 
podem ser transmitidas para a proxima geragao. As mu¬ 
tagoes letais recessivas podem persistir durante muito 
tempo em uma populagao porque podem ser ocultas 
na condigao heterozigota por um alelo selvagem. As 
mutagoes letais recessivas sao detectadas por observa- 
gao de proporgoes incomuns de segregagao na prole 
de portadores heterozigotos. Um exemplo e a mutagao 
yellow-lethal (letal amarela), A y no camundongo (Figu- 
ra 4.7). Essa mutagao e dominante e visivel, produzindo 
pelagem amarela em vez de cinza-acastanhada (a cor 
do tipo selvagem, tambem conhecida como agouti, de- 
terminada pelo alelo A + ). Alem disso, a mutagao A y e 
letal recessiva, que mata homozigotos A Y A y no infcio do 
desenvolvimento. Um cruzamento entre heterozigotos 
A Y A + produz dois tipos de prole viavel, amarela (A y A + ) 
e cinza-acastanhada (A + A + ), em proporgao de 2:1. Os 
homozigotos A ¥ A y morrem durante o desenvolvimento 
embrionario. 


P 


Amarelo Amarelo 

A y A + A y A + 
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Gametas 

mascu linos —' 
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T 
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■ FICURA 4.7 A Y , a mutagao yellow-lethal em camundongos: um do¬ 
minante visivel que tambem e recessive letal. Um cruzamento entre 
portadores dessa mutagao produz heterozigotos amarelos e homo¬ 
zigotos cinza-acastanhados (agouti) em uma proporgao de Z:1. Os 
homozigotos amarelos morrem na vida embrionaria. 


Os geneticistas usaram diferentes convengoes para 
simbolizar os genes e suas mutagoes. Mendel iniciou 
a pratica usando letras para designar os genes. No en¬ 
tanto, comegou simplesmente com a letra A e seguiu o 
alfabeto a medida que necessitava de sfmbolos para re- 
presentar genes em seus cruzamentos. William Bateson 
foi o primeiro a usar letras mnemonicas para simbolizar 
os genes. Para o sfmbolo, Bateson escolheu a primei- 
ra letra da palavra que descrevia o efeito fenotipico do 
gene — assim, B para um gene produtor de flores azuis 
(blue), L para um gene causador de graos de polen fon- 
gos. A medida que o numero de genes conhecidos cres- 
ceu, tornou-se necessario usar duas letras ou mais para 
representar novos genes descobertos. Infelizmente, os 
geneticistas nem sempre seguem as mesmas convengoes 
quando representam genes e alelos. Algumas de suas 
praticas sao discutidas no quadro Em foco: Sfmbolos 
geneticos. 

FUNgOES DOS GENES NA PRODUgAO 
DE POLIPEPTIDIOS 

A ampla variagao revelada pelas mutagoes indica que os 
organism os con tern muitos genes diferentes e que esses 
genes podem existir em multiplos estados alelicos. No 
entanto, isso nao nos mostra como os genes realmente 
afetam o fenotipo. O que tern um gene que possibilita a 
ele influenciar um trago como cor dos olhos, textura da 
semente ou altura da planta? 

Os primeiros geneticistas nao tinham resposta para 
essa pergunta. Hoje, porem, esta claro que a maioria 
dos genes especifica um produto que, em seguida, 
afeta o fenotipo. A ideia, que foi discutida no livro de 
Bateson e apoiada pela pesquisa de muitos cientistas, 
principalmente do medico britanico Sir Archibald 
Garrod foi convincentemente divulgada em meados 
do seculo 19 quando George Beadle e Edward Tatum 
descobriram que os produtos dos genes sao polipepti- 
dios (Figura 4.8) . 

Polipeptfdios sao macromoleculas constitufdas de 
uma cadeia linear de aminoacidos. Todo organismo 
produz milhares de polipeptfdios diferentes, cada um 
deles caracterizado por uma sequencia especifica de 
aminoacidos. Esses polipeptfdios sao os constituintes 
fundamentais das protemas. Dois ou mais polipeptfdios 
podem se combinar para formar uma protefna. Algu¬ 
mas protemas, chamadas enzimas, atuam como catalisa- 
dores em reagoes bioqufmicas; outras formam os com- 
ponentes estruturais das celulas; e ainda outras sao 
responsaveis pelo transporte de substancias dentro das 
celulas e entre elas. Beadle e Tatum propuseram que 
cada gene e responsavel pela sfntese de determinado 
polipeptfdio. Quando um gene sofre mutagao, o pro¬ 
duto polipeptfdico nao e produzido ou e alterado de 
tal maneira que seu papel no organismo e modificado. 
As mutagoes que eliminam ou alteram um polipeptfdio 
geralmente estao associadas a um efeito fenotipico. O 
carater dominante ou recessivo desse efeito depende 
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Gene A Gene B Gene C Gene D 



Polipeptidio A Polipeptidio B Polipeptidio C Polipeptidio D 


Aspectos do fenotipo 

■ fiGURA 4.8 Relagao entre genes e polipeptfdios, Cada gene espe- 
cifica um polipeptidio diferente que, entao, influencia o fenotipo do 
organismo. 

da natureza da mutagao. No Capftulo 12 abordaremos 
os detalhes da produgao de polipeptfdios pelos genes 
e, no Capftulo 13, discorreremos sobre a base molecu¬ 
lar da mutagao. 


POR QUE ALGUMAS MUTAGOES SAO 
DOMINANTES E OUTRAS RECESSIVAS? 

A descoberta de que os genes especificam polipeptfdios 
possibilita compreender a natureza de mutagoes domi- 
nantes e recessivas. As mutagoes dominantes tem efeitos 
fenotfpicos em heterozigotos e em homozigotos, en- 
quanto as mutagoes recessivas tem esses efeitos apenas 
em liomozigotos, O que explica essa diferenga surpreen- 
dente na expressao? 

Mutagoes recessivas frequentemente implicam a perda 
de fungao de um gene, isto e, o gene nao especifica mais 
um polipeptidio ou especifica um polipeptidio inativo 
ou hipoativo (Figura 4.9). Portanto, as mutagoes recessi¬ 
vas tfpicas sao alelos com perda de fungao. Esses alelos tem 
efeito mfnimo ou nao tern efeito discernfvel na condi- 
gao heterozigota com um alelo selvagem, porque o alelo 
selvagem especifica um polipeptidio ativo que realizara 
seu papel normal no organismo. Portanto, o fenotipo de 
um heterozigoto mutante/selvagem sera igual, ou prati- 



SIMBOLOS GENETICOS 

W illiam Bateson iniciou a pratica de escolher simbolos 
mnemonicos para representar os genes. Ao discutir o 
trabalho de Mendel, por exemplo, ele simbolizou o alelo 
dorminante para ervilhas altas comoT (tal/) e o alelo recessivo para 
plantas baixas como f. Mais tarde, quando se tornou comum es¬ 
colher os simbolos dos alelos com base na caracterlstica mutante, 
esses simbolos foram modificados para D (alta) e d(ana [dwarf]). 
Essa convengao garantiu uma notagao simples e coerente na qual 
os alelos dominante e recessivo de determinado gene eram repre- 
sentados por uma so letra, mnemonica para a caracterfstica influ- 
enciada peto gene. Bateson tambem cunhou os termos genetica, 
alelomorfo (depois abreviado como alelo), homozigoto e hetero¬ 
zigoto, e introduziu a pratica de designar as geragoes em um es- 
quema de reprodugao como P, F v F., e assim por diante. 

O sistema de nomeagao de genes criado por Bateson foi ade- 
quado ate que o numero de genes identificados ultrapassou a ca- 
pacidade do alfabeto ingles; entao, tornou-se necessario usar duas 
letras ou mais para simbolizar um gene. Por exemplo, um alelo 
mutante especial em Drosophila produz olhos carmim em vez de 
vermelhos. Quando esse alelo foi descoberto, foi designado pelo 
si'mbolo cm, porque a letra c ja havia sido usada para representar 
um alelo mutante causador de asas curvas em vez de retas. 

A descoberta dos alelos multiplos tornou ainda mais com- 
plexa a notagao genetica; como as letras maiusculas e minusculas 
nao eram mais adequadas para distinguir alelos, os geneticistas 
comegaram a combinar um slmboto basico do gene com um sim- 
bolo de identificagao. Os geneticistas que estudavam a Drosophila 
foram os primeiros a aplicar esse procedimento. Eles usaram um 
sobrescrito associado ao si'mbolo do gene basico para identifi¬ 
cagao. Em geral, tanto o ssmbolo do gene quanto o sobrescrito 
tinham algum significado mnemonico. Assim, por exemplo, cn z fo\ 
usado para simbolizar o segundo alelo para cor de olhos cinabre 
(cinnabar) descoberto em Drosophila ; e ey° foi usado para simboli¬ 
zar um alelo dominante que causa ausencia de oLhos (eyless) em 


Drosophila. Geneticistas que estudavam vegetais adotaram uma 
variagao dessa pratica. Usaram simbolos separados por hifens para 
identificar alelos mutantes; por exemplo, sh2-6801 representa um 
alelo mutante para graos de milho enrugados descoberto em 1968. 

A medida que se desenvolveu a nomenclatura genetica, tor- 
nou-se necessario usar um slmbolo especial para representar o ale¬ 
lo selvagem. Os primeiros geneticistas que estudaram a Drosophila 
propuseram um sinal de mais (+) sobrescrito ao lado do slmbolo 
basico do gene (p, ex., c + ). Essa notagao simples informa que o 
alelo do tipo selvagem e o alelo padrao, ou normal, do gene, e e 
muito usada hoje. No entanto, outras praticas de nomeagao dos 
genes persistem. Os geneticistas vegetais tendem a usar o proprio 
slmbolo do gene para representar o alelo selvagem, mas com a 
primeira letra maiuscula para destaca-lo. Assim, Sh2 e o alelo sel¬ 
vagem do segundo gene do grao enrugado descoberto no milho, 
enquanto sh2 e um alelo mutante. 

A nomenclatura genetica foi ainda mais complicada pela 
descoberta de genes por meio dos polipeptfdios que especificam. 
Essas descobertas introduziram simbolos genicos mnemonicos 
para produtos genicos polipeptldicos. Por exemplo, o gene huma- 
no que especifica o polipeptidio hipoxantina-guanina fosforribosil 
transferase e simbolizado por HPRT (ftypoxanthine-guanine phos- 
phoribosyl transferase), e o gene vegetal que especifica o polipepti¬ 
dio alcool desidrogenase e simbolizado por Adh (alcohol dehydro¬ 
genase). O uso de letras maiusculas em todo o slmbolo do gene ou 
apenas na primeira letra depende do organismo. 

Hoje ha muitos sistemas especializados de simbolos de genes e 
alelos. Os pesquisadores que trabalham com diferentes organismos 

- Drosophila, camundongos, vegetais ou seres humanos - usam dia- 
letos geneticos diferentes. Mais tarde, veremos que outros dialetos 
geneticos foram criados para descrever os genes de virus, bacterias 
e fungos. Esses diferentes sistemas de nomenclatura indicam que 
os simbolos geneticos evolulram em resposta a novas descobertas 

- provas vislveis de crescimento em uma ciencia jovem e dinamica. 
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0 aielo selvagem produz urn polipeptidio ativo. 



0 aielo amorfico recessivo com perda de funcao nao produz 
um polipeptidio ativo. 



a 


0 aielo hipomorfico recessivo com perda de funcao produz 
um polipeptidio com atividade parcial. 



0 aielo negativo dominante produz um polipeptidio que interfere 
no polipeptidio de tipo selvagem. 



Fenotipo 

selvagem 


Fenotipo 

mutante 

grave 


Fenotipo 

mutante 

leve 


Fenotipo 

mutante 

grave 


Genotipo Polipeptidios 

presentes 


Fenotipo Natureza do 

aielo mutante 




Tipo selvagem 


Recessivo 






Tipo selvagem Recessivo 



B 

■ FIGURA 4.9 Diferengas entre mutagoes recessivas com perda de fungao e mutagoes dominantes com ganho de fungao. A. Produtos poli- 
peptidicos de mutagoes recessivas e dominantes. B. Fendtipos de Fieterozigotos com um aielo selvagem e diferentes tipos de alelos mutantes. 


camente igual, ao de um homozigoto do tipo selvagem. 
A mutagao cinnabar em Drosophila e um exemplo de aielo 
recessivo com perda de fungao. O aielo selvagem do gene 
cinnabar produz um polipeptidio que age como enzima 
na smtese do pigmento castanho depositado nos olhos 
de Drosophila. As moscas homozigotas para uma mutagao 
com perda de fungao no gene cinnabar nao conseguem 
produzir essa enzima e, consequentemente, nao sinteti- 
zam pigmento castanho nos olhos. O fenotipo de mu¬ 
tantes cinnabar homozigotos e vermelho-brilhante — a cor 
do mineral cinabrio, que da nome ao gene. No entanto, 
as moscas heterozigotas para a mutagao cinnabar e seu 
aielo selvagem tern olhos vermelho-escuros; ou seja, tern 
fenotipo identico ao do tipo selvagem. Nessas moscas, o 
aielo com perda de fungao e recessivo em relagao ao aie¬ 
lo selvagem, porque este produz enzima suficiente para 
sintetizar quantidades normais de pigmento castanho. 
A mutagao scarlet j a citada neste capftulo tambem e um 
exemplo de aielo recessivo com perda de fungao. O aielo 
selvagem do gene scarlet produz uma enzima diferente da 
produzida pelo aielo selvagem do gene cinnabar. As duas 


enzimas — e, portanto, os dois alelos selvagens — sao ne- 
cessarias para a smtese do pigmento castanho em olhos 
de Drosophila. Na ausencia de uma dessas enzimas, os 
olhos sao vermelho-brilhantes em vez de castanho-aver- 
melhados em razao da ausencia do pigmento castanho. 

Algumas mutagoes recessivas causam perda parcial da 
fungao do gene. Por exemplo, o aielo himalaia do gene 
da cor da pelagem em maimferos como coelhos e gatos 
especifica um polipeptidio ativo apenas nas partes do 
corpo em que a temperatura e menor. Essa perda de fun¬ 
gao parcial explica por que animals homozigotos para o 
aielo himalaia tern pelos pigmentados nas extremidades 
do corpo — cauda, patas, orelhas e ponta do nariz mas 
nao no restante do corpo. O polipeptidio especificado 
por esse aielo e ativo nas extremidades, mas nao no res¬ 
tante do corpo. Portanto, a expressao do aielo himalaia e 
termossensfvel. 

Algumas mutagoes dominantes tambem podem impli- 
car perda de fungao do gene. Se o fenotipo controlado 
por um gene for sensfvel a quantidade de produto do 
gene, a mutagao com perda de fungao pode provocar um 
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fenotipo mutante em condigao heterozigota com um ale- 
lo selvagem. Nesses casos, o proprio alelo selvagem nao e 
capaz de garantir produto genico suficiente para assegu- 
rar a atividade plena normal. Na verdade, a mutagao com 
perda de fungao reduz o nfvel de produto genico abaixo 
do nfvel necessario para o fenotipo selvagem. 

Outras mutagoes dominantes realmente interferem na 
fungao do alelo selvagem por especificagao de polipeptf¬ 
dios que inibem, antagonizam ou limitam a atividade do 
polipeptidio de tipo selvagem (Figura 4.9). Essas mutagoes 
sao denominadas mutagoes negativas dominantes. Algumas 
mutagoes do gene T no camundongo sao exemplos de 
mutagoes negativas dominantes. Ja vim os que, na condi¬ 
gao heterozigota, essas mutagoes causam encurtamento da 
cauda. Na condigao homozigota, elas sao letais. Portanto, 
o alelo selvagem do gene T e essencial para a vida. No nrvel 
celular, o produto polipeptfdico desse alelo regula proces- 
sos importantes durante o desenvolvimento embriologico. 
Os alelos T dominantes negativos produzem polipeptfdios 
um pouco mais curtos que o alelo T selvagem. Em hetero- 
zigotos, esses polipeptfdios mais curtos interferem na fun¬ 
gao do polipeptidio de tipo selvagem. O resultado e um 
camundongo totalmente sem cauda. 


Algumas mutagoes dominantes causam um fenotipo 
mutante na condigao heterozigota com um alelo selva¬ 
gem porque promovem a fungao do produto genico. A 
fungao estimulada pode surgir porque a mutagao espe- 
cifica um novo polipeptidio ou porque leva a produgao 
do polipeptidio de tipo selvagem onde ou quando nao 
deveria ocorrer. As mutagoes dominantes desse tipo sao 
denominadas mutagoes com ganho de fungao. Em Drosophila, 
a mutagao conhecida como Antennapedia (Antp ) e uma 
mutagao dominante com ganho de fungao. Na condigao 
heterozigota com um alelo selvagem, Antp causa o desen¬ 
volvimento de patas na cabega da mosca, no lugar das 
antenas. A razao dessa transformagao anatomica bizarra 
e que a mutagao Antp faz com que o produto polipeptfdi¬ 
co do gene Antennapedia seja sintetizado na cabega, onde 
nao e normalmente produzido; portanto, o produto do 
gene Antennapedia expandiu o domfnio de sua fungao. 

Ha que se notar que nem todos os genes produzem 
polipeptfdios, como indicou o trabalho de Beadle e Ta¬ 
tum. Pesquisas modernas identificaram muitos genes 
cujos produtos finals sao moleculas de RNA em vez de 
polipeptfdios. Exploraremos esses tipos de genes adiante 
neste livro. 


PONTOS ESSENCIAIS . 

* 




Com frequencia os genes tem multiples alelos 

Alelos mutantes podem ser dominantes, recessivos, dominantes incompletos ou eodominantes 

Se um hibrido que herdou uma mutagao recessiva de coda um dos pais liver um fenotipo mu¬ 
tante, as mutagoes recessivas sao alelos do mesmo gene; se o hibrido tiver um fenotipo selvagem, 
as mutagoes recessivas sao alelos de diferentes genes 

A maioria dos genes codifica polipeptidios 

Na condigao homozigota, as mutagoes recessivas costumam abolir ou diminuir a atividade do 
polipeptidio 

Algumas mutagoes dominantes produzem um polipeptidio que interfere na atividade do poli¬ 
peptidio codificado pelo alelo selvagem de um gene. 


Agao genica | Do genotipo ao fenotipo 


Os fenotipos dependem tanto de fatores ambientais quan¬ 
to geneticos. 

No infcio do seculo 20, os geneticistas tinham ideias 
imprecisas sobre o mecanismo como os genes produ¬ 
zem fenotipos especfficos. Eles nao sabiam nada sobre 
a qufmica da estrutura ou fungao do gene, nem haviam 
desenvolvido tecnicas para estuda-la. Tudo que propu- 
nham sobre a natureza da agao genica era inferido a 
partir da analise dos fenotipos. Essas analises mostraram 
que os genes nao tem agao isolada. Na verdade, eles 
atuam no contexto de um ambiente e em conjunto com 
outros genes. Essas analises tambem mostraram que de- 
terminado gene pode influenciar muitas caracterfsticas 
diferentes. 


INFLUENCIA DO AMBIENTE 

Um gene tem de funcionar no contexto de um ambien¬ 
te biologico e fisico. E mais facil estudar os fatores no 
ambiente fisico, pois determinados genotipos podem ser 
criados no laboratorio em condigoes controladas, permi- 
tindo a avaliagao dos efeitos de temperatura, luminosida- 
de, nutrigao e umidade. Vamos usar como exemplo a mu¬ 
tagao em Drosophila conhecida como shibire. Na tempe¬ 
ratura de criagao normal, 25 D C, as moscas shibire sao via- 
veis e ferteis, mas extremamente sensfveis a um choque 
subito. Quando a criagao de shibire e agitada, as moscas 
- temporariamente paralisadas - caem no fundo. Na ver¬ 
dade, shibire significa “paralisia” emjapones. No entanto, 
sea criagao de moscas shibire for posta em temperatura 
um pouco maior, 29°C, todas as moscas cairao no fundo 
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e morrerao, mesmo sem choque. Portanto, o fenotipo 
da mutagao shibire e termossensivel. A 25 °C, a mutagao 
e viavel, mas a 29°C e letal. Uma explicagao plausfvel e 
que, a 25 °C, o gene mutante produz uma proteina com 
atividade partial, mas, a 29°C, esse proteina e totalmente 
inativa. 

EFE1TOS AMBIENTAIS SOBRE A 
EXPRESSAO DE GENES HUMANOS 

As pesquisas geneticas humanas oferecem um exemplo 
da infiuencia do ambiente ffsico no fenotipo. A fenilceto- 
nuria (PKU) e um disturbio recessivo do metabolismo dos 
aminoacidos. Lactentes homozigotos para o alelo mutan¬ 
te acumulam no encefalo substancias toxicas que podem 
afetar o desenvolvimento encefalico e assim comprome- 
ter a capacidade mental. As caracterfsticas prejudiciais da 
PKU estao relacionadas com um aminoacido especffico, 
a fenilalanina, ingerida na alimentagao. Embora nao seja 
toxica, a fenilalanina e metabolizada em outras substan¬ 
cias toxicas. Lactentes com PKU alimentados com dieta 
normal ingerem fenilalanina suficiente para provo car as 
manifestagoes mais graves da doenga. No entanto, lacten¬ 
tes que seguem dietas com restrigao de fenilalanina ge- 
ralmente crescem sem comprometimento mental grave. 
Como a PKU pode ser diagnosticada em recem-nascidos, 
e possfvel reduzir seu impacto clfnico se for institufda 
dieta com restrigao de fenilalanina para lactentes homo¬ 
zigotos para PKU logo depois do nascimento. Esse exem¬ 
plo ilustra como se pode manipular um lator ambiental 
- a dieta — para modificar um fenotipo que, nao fosse 
isso, seria uma tragedia pessoal. 

O ambiente biologico tambem pode influenciar a ex¬ 
pressao fenotfpica dos genes. A calvfcie em seres humanos 
e um exemplo bem conhecido. Nesse caso, o fator biologi¬ 
co relevante e o sexo. A calvfcie prematura e causada por 
um alelo com expressao diferente nos dois sexos. Tanto os 
homens homozigotos quanto heterozigotos para esse alelo 
desenvolvem areas de calvfcie, mas somente as mulheres 
homozigotas tern tendencia a calvfcie, que geralmente e 
limitada a uma rarefagao geral dos fios. A expressao des- 
se alelo provavelmente e desencadeada pelo hormonio 
mascuUno testosterona. As mulheres produzem quantida- 
de muito men or desse hormonio e, portanto, raramente 


correm o risco de desenvolver areas calvas. A natureza da 
calvicie influenciada pelo sexo mostra que fatores biologi- 
cos podem controlar a expressao dos genes. 

penetrAncia e expressividade 

Quando os indivfduos nao apresentam uma caracterfstica 
embora tenham o genotipo apropriado, diz-se que o trago 
tern penetrdncia incomplete, Um exemplo de penetrancia in- 
completa em seres humanos e a polidactiUa — a presenga de 
dedos extranumerarios nas maos e nos pes (Figura 4.10A). 
Esse disturbio e causado por uma mutagao dominante, P, 
que se manifesta em alguns de seus portadores. No here- 
dograma da Figura 4.1 OB, o indivfduo III-2 e obrigatoria- 
mente um portador embora nao tenha dedos extranume¬ 
rarios. A explicagao e que sua mae e tres de seus filhos tern 
polidactilia — uma indicagao da transmissao da mutagao 
por meio de III-2. A penetrancia incompleta pode ser um 
problema grave na analise do heredograma, pois pode le- 
var a atribuigao errada dos genotipos. 

O termo expressividade e usado quando a manifestagao 
de uma caracterfstica nao e uniforme entre os indivfduos 
que o apresentam. A mutagao dominante Lobe associada 
ao olho (Figura 4.11) em Drosophila e um exemplo. O fe¬ 
notipo associado a essa mutagao e variadfssimo. Algumas 
moscas heterozigotas tern olhos compostos diminutos, 
enquanto outras tern olhos grandes e lobulados; entre es¬ 
ses extremos, ha toda uma gam a de fenotipos. Portanto, 
diz-se que a mutagao Lobe tem expressividade varidvel 

A penetrancia incompleta e a expressividade variavel 
indicam que a via entre um genotipo e seus fenotipos esta 
sujeita a consideravel modulagao. Os geneticistas sabem 
que parte dessa modulagao deve-se a fatores ambientais, 
mas parte tambem se deve a fatores geneticos. A compro- 
vagao definitiva desses fatores vem dos experimentos de 
reprodugao que mostram que dois genes ou mais podem 
afetar determinada caracterfstica. 

INTERAgdES GENICAS 

Algumas das primeiras indicagoes de que uma caracte¬ 
rfstica pode ser influenciada por mais de um gene fo- 
ram obtidas por Bateson e Punnett em experimentos 
de reprodugao de galinhas. Esse trabalho foi levado a 





■ FIGURA 4.10 Polidactilia em seres humanos. A. Fenotipo com dedos extranumerarios. B. O heredograma mostra a heranga dessa caracterfs¬ 
tica dominante com penetrancia incompleta. 
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■ figura 4,11 Expressividade variavel da mutagao Lobe em Drosophila. Todas as moscas sao heterozigotas para essa mutagao dominante; no 
entanto, os fenotipos variam da ausencia total do olho ate quase o olho de tipo seivagem. 






cabo logo depois da redescoberta do artigo de Mendel. 
As ragas domesticas tem diferentes formatos de crista 
(Figura 4.12): a raga Wyandotte tem crista “rosa”, a Brah¬ 
ma tem crista “ervilha” e a Leghorn tem crista “simples”. 
Cruzamentos entre as ragas Wyandotte e Brahma produ- 
zem animais com outro tipo de crista, chamada “noz”. 
Bateson e Punnett descobriram que o tipo de crista e de- 
terminado por dois genes de distribuigao independente, 
Re P, ambos com dois alelos (Figura 4.13). A raga Wyan¬ 
dotte (crista rosa) tem o genotipo RRppe a raga Brahma 
(crista ervilha), rr PP. Portanto, os hibridos dessas duas 
variedades na F sao RrPpe o fenotipo e de crista noz. O 
intercruzamento desses hfbridos leva ao surgimento dos 
quatro tipos de crista na prole: noz em 9/16 ( R- P-), rosa 
em 3/16 ( R-pp) i ervilha em 3/16 (rr P-) e simples em 
1/16 (rr pp ). Portanto, a raga Leghorn, que tem a crista 
simples, e obrigatoriamente homozigota para os dois ale¬ 
los recessivos. 

O trabalho de Bateson e Punnett mostrou que dois ge¬ 
nes de distribuigao independente podem afetar um tra- 
go. Diferentes associagoes de alelos dos dois genes produ- 
ziram diferentes fenotipos, provavelmente por causa das 
interagoes bioquimicas ou celulares de seus produtos. 

EPISTASIA 

Quando dois genes ou mais influenciam uma caracteris- 
tica, um alelo de um deles pode prevalecer no fenotipo. 
Quando um alelo tem esse efeito prevale nte, diz-se que 
e epistdtico em relagao aos outros genes participantes; o 
termo epistasia vem do grego e significa “estar acima”. 
Por exemplo, sabemos que muitos genes participam da 
pigmentagao do olho em Drosophila. Se uma mosca e ho¬ 
mozigota para um alelo nulo em um desses genes, a via 



C D 


■ FIGURA 4. 2 Formatos de crista em galos de diferentes ragas. A. 
Rosa, Wyandotte; B. ervilha, Brahma; C. noz, hibrido de cruzamento 
entre galos de crista rosa e ervilha; D. simples, Leghorn. 
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A analise de rdagoes epistaticas, como a existente en- 
tre cinnabar e white, pode sugerir os mecanismos usados 
por genes para controlar um fenotipo. Um exemplo clas- 
sico dessa analise e, mais uma vez, retirado do trabalho 
de Bateson e Punnett, que estudaram o controle geneti- 
co da cor das flores na ervilha-de-cheiro (Figura 4.14A) . As 
flores dessa planta sao roxas ou brancas - roxas quando 
tem o pigmento antocianina e brancas quando nao tem. 
Bateson e Punnett cruzaram duas variedades diferentes 
de flores brancas para obter hfbridos da F , todos de flo¬ 
res roxas. Ao intercruzarem esses hfbridos, obtiveram 
uma proporgao de nove plantas de flores roxas: sete plan- 
tas de flores brancas na F. Eles explicaram os resultados 
propondo que dois genes de distribuigao independente, 
C e P, participant da sfntese de antocianina e que cada 
gene tem um alelo recessivo que impede a produgao de 
pigmento (Figura 4.14B). 



Resumo: 9/16 noz, 3/16 rosa, 3/16 ervilha, 1/16 simples 

■ FICURA4.13 Experimento de Bateson e Punnett para estudar o for- 
mato da crista em gatos. O intercruzamento da F 1 produz quatro fe- 
notipos, cada um deles destacado por uma cor diferente no quadrado 
de Punnett, em uma proporgao 9:3:3:1. 


de sfntese do pigmento pode ser bloqueada, causando 
anormalidade da cor do olho. Em essencia, esse alelo 
anula a agao de todos os outros genes, mascarando suas 
contribuigoes para o fenotipo. 

Um alelo mutante de um gene e epistatico em relagao 
a um alelo mutante de outro gene se ocultar a presen- 
ga do segundo mutante no genotipo. Ja observamos que 
uma mutagao recessiva no gene cinnabar de Drosophila tor- 
na vermelho-brilhantes os olhos damosca. Uma mutagao 
recessiva em outro gene deixa os olhos brancos. Quando 
ha homozigosidade para essas duas mutagoes na mesma 
mosca, a cor dos olhos e branca. Assim, a mutagao white 
(branco) e epistatica em relagao a mutagao cinnabar. 

Que mecanismo fisiologico torna a mutagao white epis¬ 
tatica em relagao a mutagao cinnabar? O produto polipep- 
tfdico do alelo selvagem do gene white transporta pigmen¬ 
to para o olho da Drosophila. Quando ha mutagao desse 
gene, nao ha produgao do polipeptfdio transportador. As 
moscas homozigotas para a mutagao cinnabar nao sinteti- 
zam pigmento castanho, mas sintetizam pigmento verme- 
lho. Quando essas moscas tambem sao homozigotas para 
a mutagao white, nao e possfvel transportar o pigmento ver- 
melho para os olhos. Assim, as moscas homozigotas para 
as duas mutagoes, cinnabar e white, tem olhos brancos. 
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Resumo: 9/16 roxas, 7/16 brancas 



■ FIGURA 4.14 Heranga da cor das flores em erviLhas-de-cheiro. A. 
Flores brancas e roxas da ervilha-de-cheiro. B. Experimento de Ba¬ 
teson e Punnett sobre o controle genetico da cor das flores em ervi- 
Ihas-de-cheiro. 
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Em vista dessa hipotese, as variedades parentais ti- 
nham obrigatoriamente genotipos complementares: cc 
PP e CC pp. O cruzamento das duas variedades produ- 
ziu heterozigotos duplos Cc Pp com flores roxas. Nesse 
sistema, e necessario um alelo dominante de cada gene 
para a sintese do pigmento antocianina. Na F 2 , 9/16 das 
plantas sao C- P- e tern flores roxas; os demais 7/16 sao 
homozigotos para no rninimo um dos alelos recessivos e 
tem flores brancas. Note que os homozigotos recessivos 
duplos, cc pp, nao tem fenotipo diferente dos homozi¬ 
gotos recessivos para um gene. O trabalho de Bateson e 
Punnett estabeleceu que cada alelo recessivo e epistati- 
co em relagao ao alelo dominante do outro gene. Uma 
explicagao plausivel e que cada alelo dominante produz 
uma enzima que controla uma etapa da sintese de anto¬ 
cianina a partir de um precursor bioqmmico. Se o alelo 
dominante nao estiver presente, sua etapa na via de bios- 
sintese e bloqueada e nao ha produgao de antocianina: 


Gene 

C 

P 


Genotipo 

Precursor —> 

intermediario —> 

Antocianina 

C-P- 

+ 

+ 

+ 

ccP- 

+ 

— 

— 

C-pp 

+ 

+ 

— 

ccpp 

A. 




Note que o primeiro cruzamento de Bateson e Punnett 
foi um teste do alelismo entre duas linhagens de flores 
brancas da ervilha-de-cheiro. Cada linhagem era homo- 
zigota para uma mutagao recessiva em um gene parti- 
cipante da produgao de pigmento roxo. O cruzamento 
de duas linhagens brancas produziu plantas F de flores 
roxas. Esse resultado nos diz que as linhagens brancas 
sao homozigotas para mutagoes em diferentes genes que 
participam da sintese do pigmento roxo. 

Outro estudo classico de epistasia foi realizado por 
George Shull usando uma erva daninha chamada bol- 
sa-de-pastor, Bursa bursa-pastoris (Figura 4.15A). As capsu- 



A 

■ FIGURA 4.15 Heranga do formato da capsula da semente na bol- 
sa-de-pastor. A. A bolsa-de-pastor, Bursa bursa-pastoris. B. Cruza- 
mentos mostrando o duplo controte genico do formato da capsula da 
semente na bolsa-de-pastor. 


las da semente dessa planta sao triangulares ou ovais. As 
capsulas ovais so sao produzidas quando a planta e homo- 
zigota para os alelos recessivos de dois genes, isto e, tem 
o genotipo aa bb. Na presenga do alelo dominante de um 
desses genes, a planta produz capsulas triangulares. Os 
dados para essa conclusao provem de cruzamentos en¬ 
tre plantas duplamente heterozigotas (Figura 4.15B). Esses 
cruzamentos geram prole em proporgao de 15 triangula¬ 
res: 1 oval, indicando que o alelo dominante de um gene 
e epistatico em relagao ao alelo recessivo do outro. Os da¬ 
dos sugerem que o formato da capsula e determinado por 
duas vias de desenvolvimento, e ambas podem produzir 
capsula triangular. De uma via participa o alelo dominante 
do gene A e da outra, o alelo dominante do gene B. Uma 
substancia precursora pode ser convertida em um produto 
que leva a uma capsula de semente triangular ao longo 
dessas vias. Somente quando as duas vias sao bloqueadas 
por alelos recessivos homozigotos ha supressao do fenoti¬ 
po triangular e produgao de capsulas ovais: 
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Resumo: 15/16 triangulares, 1/16 ovais 
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Em outros casos de epistasia, o produto de um gene 
pode inihir a expressao de outro gene. Considere, por 
exemplo, a heranga da cor dos frutos em aboboreiras. 
As plantas que tem o alelo dominante C produzem fru- 
to branco, enquanto as plantas homozigotas para o alelo 
recessivo c produzem fruto colorido. Se a abobora tam¬ 
bem for homozigota para o alelo recessivo gde um gene 
com distribuigao independente, o fruto sera verde. No 
entanto, se tiver o alelo dominante G desse gene, o fru¬ 
to sera amarelo. Essas observagoes sugerem que os dois 
genes controlam as etapas na sfntese do pigmento verde. 
A primeira etapa converte um precursor incolor em pig¬ 
mento amarelo, e a segunda etapa converte esse pigmen¬ 
to amarelo em pigmento verde. Se a primeira etapa for 
bloqueada (pela presenga do alelo Q, nenhum dos pig- 
mentos sera produzido e o fruto sera branco. Se apenas 
a segunda etapa for bloqueada (pela presenga do alelo 
G), o pigmento amarelo nao podera ser convertido em 
pigmento verde e o fruto sera amarelo. Podemos resumir 
essas ideias em um diagrama que mostra o controle gene- 
tico da sfntese do pigmento nessa via bioqufmica: 
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As setas no diagrama mostram as etapas da via. O ge¬ 
notipo abaixo de uma seta permite a ocorrencia daque- 
la etapa, enquanto o genotipo acima de uma seta inibe 
aquela etapa. Em genetica, e costume simbolizar o efei- 
to inibitorio de um genotipo desenhando uma seta sem 
pon ta (—\) que vai do genotipo ate a etapa relevan te na 
via. Nesse exemplo, o alelo C inibe a primeira etapa e o 
alelo G inibe a segunda etapa. Tendo em vista seu papel 
como inibidor da primeira etapa, o alelo C e epistatico 
em relagao aos dois alelos do outro gene. Qualquer que 
seja o alelo desse outro gene presente em uma planta, o 
alelo C leva a planta a produzir frutos brancos. 

A Figura 4.16 mostra o resultado de um cruzamento 
entre plantas heterozigotas para os dois genes determi- 
nantes da cor do lruto. O intercruzamento das plantas Cc 
Gg gera prole de tres classes fenotipicas: frutos brancos, 
amarelos e verdes. A prole de frutos verdes e homozigota 
para os alelos recessivos dos dois genes; ou seja, e cc gg, 
e sua frequencia e de 1/16. A prole de frutos amarelos 
e homozigota para c, e tem ao menos uma copia de G; 
sua frequencia e de 3/16. A prole de frutos brancos tem 
pelo menos uma copia de C; o res tan te do genotipo nao 
importa. A frequencia de plantas com frutos brancos e de 
12/16. Teste sua capacidade de fazer previsoes geneticas 
a partir de uma via bioqufmica acompanhando a soiugao 
do Problema resolvido: Das vias as proporgoes fenotfpi- 
cas. 


P _Branco y Branco 

Cc Gg * Cc Gg 


Gametas masculinos 


F 1 V 

(CG) 

CcD 

C5D 

(sjl) 

(CS) 

CCGG 

branco 

CCGg 

branco 

CcGG 

branco 

Cc Gg 
branco 

Gametas ® ; 

CCGg 

branco 

CCgg 

branco 

Cc Gg 
branco 

Ccgg 

branco 

femininos ^— 

C 

Cc GG 
branco 

Cc Gg 
branco 

cc GG 
amarelo 

cc Gg 
amarelo 


Cc Gg 
branco 

Ccgg 

branco 

cc Gg 
amarelo 

ccgg 

verde 


Resumo: 12/16 brancos, 3/16 amarelos, 1/16 verdes 


■ i igura 4,16 Segregagao na prole de um cruzamento de aboborei¬ 
ras heterozigotas para dois genes controladores da cor dos frutos. 


Esses exemplos indicam que determinado fenotipo 
geralmente e consequencia de um processo controlado 
por mais de um gene. Cada gene governa uma etapa de 
uma via que e parte do processo. A mutagao de um gene 
para um estado inativo ou parcialmente ativo pode in¬ 
terromper o processo e acarretar um fenotipo mutante. 
Grande parte da analise genetica modema dedica-se a 
invcstigagao das vias implicadas em importantes proces¬ 
ses biologicos, como o metabolismo e o desenvolvimen- 
to. O estudo das relagoes epistaticas entre os genes pode 
ajudar a esmiugar o papel de cada gene nesses processos. 


PLEIOTROPfA 

Nao so e verdade que um fenotipo pode ser inlluencia- 
do por muitos genes, como tambem que um gene pode 
influenciar muitos fenotipos. Quando um gene influen- 
cia muitos aspectos do fenotipo, diz-se que e pleiotropico, 
termo derivado do grego que signilica “dar muitas vol- 
tas”. O gene da fenilcetonuria em seres humanos e um 
exemplo. O efeito primario de mutagoes recessivas nesse 
gene e causar o acumulo de substancias toxicas no ence- 
falo, com comprometimento mental. No entanto, essas 
mutagoes tambem interferem na sfntese do pigmento 
melanina, clareando os pelos; portanto, indivfduos com 
PKI geralmente tem cabelo castanho-claro ou louro. 
Os exames bioqufmicos mostram ainda que o sangue e 
a urina de pacientes com PKU contem substancias raras 
ou ausentes em indivfduos normais. Essa serie de efeitos 
fenotfpicos e tfpica da maioria dos genes e consequencia 
de interconexoes entre as vias bioqufmicas e celulares 
que eles controlam. 

Outro exemplo de pleiotropia vem do estudo de mu¬ 
tagoes que afetam a formagao das cerdas em Drosophila. 
As moscas do tipo selvagem tem cerdas longas e suave- 
mente curvas na cabega e no torax. As moscas homozi¬ 
gotas para a mutagao singed das cerdas tem cerdas curtas 
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Das vias as proposes fenotfpicas 


PROBLEMA 

A cor das flores em um vegetal e determinada por dois genes de 
distribuigao independente, Be D. O alelo dominante B possibilita a 
conversao de um precursor em pigmento azul. Na condigao homo- 
zigota, o alelo recessivo desse gene, b, bloqueia essa conversao e, 
sem o pigmento azul, as flores sao brancas. O alelo dominante do 
outro gene, D, causa degradagao do pigmento azul, ao passo que o 
alelo recessivo desse gene, d, nao tern efeito. As linhagens geneti- 
camente puras azul e branca da planta foram cruzadas, e todas as 
plantas da F. tiveram flores brancas. (a) Qual era o fenotipo das 
plantas da F,? { b ) Quais eram os genotipos das plantas usadas no 
cruzamento inicial? (c) Se as plantas da F 1 forem autofertilizadas, 
que fenotipos aparecerao na F ? Em que proporgoes? 

FATOS E CONCEITOS 

1. O alelo dominante (D) de um gene e epistatico em relagao aos 
dois alelos (B e b ) do outro gene. 

2. As plantas com flores azuis precisam ter ao menos um alelo B, 
mas nao podem ter nenhum alelo D. 

3. As plantas com flores brancas podem ser bb, BB ou Bb desde que 
tenham pelo menos um alelo D. 

4. As linhagens geneticamente puras sao homozigotas para seus 
genes. 

5. Quando ha distribuigao independente dos genes, multiplicamos 
as probabilidades associadas aos componentes do genotipo 
completo. 

ANAUSE E SOLUgAO 

Um bom ponto de partida na analise e fazer o diagrama da via bio- 
qufmica - isto e, transformar o "problema escrito" em um diagrama 
que guiara a busca da solugao. 


D 

B -I- 

Precursor-► Pigmento azul 

A agao positiva do alelo B e necessaria para a sintese do pigmento 
azul. A agao negativa do alelo dominante D e indicada por uma seta 
sem ponta em diregao a esse pigmento. Agora podemos resolver as 
questoes do problema. 

a. A observagao principal e que as flores das plantas da F sao 
brancas. Como tinham um genitor geneticamente puro de 
flores azuis, essas plantas tern obrigatoriamente o alelo B, mas 
o pigmento azul produzido pela agao desse alelo e degradado. 
Portanto, as plantas da F, tambem tern obrigatoriamente o 
alelo D. No entanto, nao podem ser homozigotas para o alelo 
D porque o genitor de flores azuis nao poderia ter esse alelo. 
Assim, as plantas da F 1 sao obrigatoriamente heterozigotas 
para o alelo D. Seu genotipo e BB Dd ou Bb Dd. Nao e possfvel 
distinguir essas duas possibilidades a partir das informagoes 
oferecidas pelo problema. 

b. As plantas de flores azuis usadas no cruzamento eram obriga¬ 
toriamente BB dd. As plantas de flores brancas poderiam ter 
sido BB DD ou bb DD - nao e possfvel dizer ao certo qual desses 
genotipos. 

c. Se as plantas da F forem BB Dd, apenas os alelos D e d serao 
segregados quando forem autopolinizadas, e 1/4 da prole tera 
flores azuis (BB dd) e 3/4 tera flores brancas (B8 DD ou BB Dd). 
Se as plantas da F forem Bb Dd, havera segregagao de alelos 
dominante e recessivo dos dois genes na autopolinizagao. As 
plantas da prole que forem BB dd ou Bb dd terao flores azuis. 
Essa classe fenotfpica constituira (3/4) X (1/4) = 3/16 do total. 
Todo o restante da prole, 1 - 3/16 = 13/16 do total, tera flores 
brancas. 


e retorcidas nessas partes do corpo - corao se tivessem 
sido chamuscadas. Assim, o produto tipo selvagern do 
gene singed e necessario para a fomiagao apropriada das 
cerdas. Tambem e necessario para a produgao de ovos 
ferleis e saudaveis. Sabemos disso porque as femeas ho¬ 
mozigotas para determinadas mulagoes singed sao total- 


mente eslereis; elas poem ovos frageis e malformados 
que nunca eclodem. No entanto, essas mutaqoes nao tern 
efeito adverso sobre a fertilidade masculina. Desse modo, 
o gene singed controla de modo pleiotropico a formagao 
das cerdas e dos ovos nas femeas e a formagao das cerdas 
nos machos. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


A afdo genica e afetada por [atoms biologicos e fisicos no ambiente 
Dois ou mats genes podem influenciar uma caracteristica 

Um alelo mutante de um gene sera epistatico em relat~ao a um alelo mutante de outro gene se 
prevalecer no fenot ipo 

Um gene e pleiotropico quando influencia muitos fenotipos diferentes. 
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Endogamia | Outro olhar nos heredogramas 


Os geneticistas usam um dado estatistico simples, o co- 
eficiente de endogamia, para analisar o efeito de cruza- 
mentos entre parentes. 

Os geneticistas sempre estiveram interessados no feno- 
meno da endogamia, seja para produzir linhagens gene- 
ticamente puras, seja para revelar os efeitos homozigo- 
tos dos alelos recessivos. Alem disso, quando ocorre na 
natureza, a endogamia pode afetar o carater de popu¬ 
lates de vegetais e animais. Nesta segao, abordamos as 
maneiras de analisar os efeitos da endogamia. Tambem 
apresentamos as tecnicas necessaiias para o estudo de an- 
cestralidade comum em heredogramas. 

EFEITOS DA ENDOGAMIA 

A endogamia ocorre quando ha cruzamento de indivi- 
duos aparentados em virtude de um ancestral comum. 
O cruzamento entre parentes geralmente e denominado 
cruzamento consangumeo, termo derivado do latim que sig- 
nifica “do mesmo sangue.” Esses tipos de reprodugao sao 
raros em populagoes humanas, e a incidencia depende 
de tradigoes culturais e etnicas e da geografia. Em mui- 
tas culturas, o casamento entre parentes proximos - por 
exemplo, irmaos ou meios-irmaos - e expressamente 
proibido, e o casamento entre parentes mais distantes, 
embora permitido, tern de ser previamente aprovado por 
autoridades civis ou religiosas. Essas restrigoes existem 


porque a endogamia tende a produzir mais criangas do- 
entes e debilitadas que o casamento de individuos sem pa- 
rentesco. Essa tendencia, como sabemos, se deve a maior 
chance de que filhos de um casamento consangumeo 
sejam homozigotos para um alelo recessivo prejudicial. 
Em algumas culturas, porem, os casamentos consangui- 
neos foram aceitos e ate mesmo incentivados. No antigo 
Egito, por exemplo, a linhagem real era perpetuada por 
casamentos entre irmaos, provavelmente para preservar 
a “pureza” do sangue real. Praticas semelhantes ocorriam 
na Polinesia ate tempos relativamente recentes. 

A ocorrencia de casamentos consanguineos em po¬ 
pulagoes humanas auxiliou a analise de disturbios gene- 
ticos causados por alelos recessivos. Na verdade, o pri- 
meiro gene identificado em seres humanos veio a tona 
pela observagao de uma maior frequencia de homozi¬ 
gotos recessivos em filhos de primos em primeiro grau. 
Muitos estudos classicos em genetica humana foram 
baseados na analise de casamentos consanguineos em 
grupos socialmente fechados, por exemplo, a comuni- 
dade Amish, uma seita religiosa espalhada em pequenas 
comunidades nas regioes leste e centro-oeste dos EUA. 
A Figura 4.17 mostra um heredograma Amish no qual 10 
individuos tern albinismo. Todos os individuos afetados 
sao descendentes de duas pessoas (1-1 e 1-2) que imigra- 
ram da Europa. Os casamentos consanguineos no here¬ 
dograma sao indicados por linhas duplas que unem os 
conjuges. Todos os individuos afetados sao filhos desses 
casamentos. Assim, esse heredograma mostra como a 
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■ FICURA 4. Albinismo na prole de casamentos consanguineos em uma comunidade Amish da regiao centro-oeste dos EUA. Os casamentos 
consanguineos sao indicados por linhas duplas entre os conjuges.Todos os individuos com albinismo, homozigotos para um alelo recessivo, sao 
gerados por casamentos consanguineos. 
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endogamia revela um disturbio recessivo, que os geneti- 
cistas podem analisar. 

Os efeitos da endogamia tambem sao evidentes em 
especies experimental, nas quais e possfvel promover 
o cruzamento de parentes. Por exemplo, pode-se fazer 
o cruzamento entre irmaos em animais como ratos, ca- 
mundongos e cobaias, geragao apos geragao, para criar 
uma linhagem endogamica. Embora essas linhagens sejam 
bastante puras gened came nte - isto e, nao ha segrega- 
gao dos alelos de determinados genes muitas vezes 
sao menos vigorosas que as linhagens mantidas por 
cruzamento de individuos sem parentesco. Essa perda 
de vigor e denominada depressao endogamica. Nas plan- 
tas em que a autofertilizagao e possfvel, podem-se criar 
linhagens altamente endogamicas por autofertilizagao 
repedda por varias geragoes. Espera-se que cada linha¬ 
gem seja homozigota para diferentes alelos presentes na 
populagao fundadora das plantas. A Figura 4.18 mostra 
o resultado desse processo no milho. As plantas endo¬ 
gamicas sao baixas e produzem espigas pequenas com 
poucos graos. Ja as plantas geradas por cruzamento das 
duas linhagens endogamicas sao altas e produzem espi¬ 
gas grandes com muitos graos. Espera-se que essas plan¬ 
tas sejam heterozigotas para muitos genes. Sua robustez 
e um fenomeno denominado vigor hfbrido ou heterose. 
Esse termo foi introduzido em 1914 por George Shull, 
melhorista vegetal pioneiro que iniciou a pratica de cru¬ 
zamento de linhagens endogamicas para produzir prole 
heterozigota de alto rendimento. Desde entao, a tecni- 
ca de Shull tornou-se padrao na industria de melhora- 
mento vegetal. 


ANALISE GENETICA DA ENDOGAMIA 

Casamentos entre irmaos, meios-irmaos e primos em pri- 
meiro grau sao exemplos de endogamia. Quando esses 
casamentos ocorrem, dizemos que a prole e endogamica. 


Os individuos endogamicos tem duas diferengas impor- 
tantes em relagao a prole de pais sem parentesco: as duas 
copias de um gene podem ser identicas em virtude da as- 
cendencia comum, isto e, porque os genes descenderam 
de um gene presente em um ancestral do indivfduo en- 
dogamico. Para compreender esse conceito, vamos ana¬ 
lisar um heredograma simples que ilustra um casamento 
entre meios-irmaos. 


C 



Os dois pontos em cada indivfduo representam as 
duas copias de determinado gene, e as linhas que unem 
os individuos mostram como os genes passaram dos pais 
para os filhos. Essa maneira de desenhar o heredograma 
e diferente da que usamos antes. Ela mostra como cada 
genitor transfere genes para os filhos e torna possfvel 
acompanhar a descendencia de determinado gene em 
varias geragoes. 

Os dois individuos da geragao II, designados A e B, 
sao meios-irmaos. Esses individuos tinham o mesmo pai, 
C, mas maes diferentes (D e E). O casamento entre A e 
B produziu uma prole, I, endogamica. Note que I herda 
uma copia do gene de A e outra de B. No entanto, essas 
duas copias podem ser originarias de C, o pai de A e B. 
Assim, as duas copias do gene em I podem ser identicas 
entre si por descendencia de uma das copias do gene pre¬ 
sentes em C. Essa possibilidade de identidade por descenden¬ 
cia e a consequencia importante da endogamia. Todos 
os individuos cujas copias do gene sao identicas por des¬ 
cendencia sao obrigatoriamente homozigotos para um 
alelo especfflco daquele gene. Assim, espera-se que ca¬ 
samentos consangufneos produzam uma quantidade de 




Endogamico I Endogamico 2 Hfbrido Endogamico 1 Hfbrido Endogamico 2 

A B 

■ FIGURA 4.18 A. Variedades endogamicas de miiho e o hfbrido produzido por seu cruzamento. As plantas endogamicas sao mais baixas e me¬ 
nos robustas que a pianta hfbrida. B. As espigas das plantas endogamicas sao bem menores que as das plantas hfbridas. 
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homozigotos relativamente maior que casamentos entre 
individuos sem parentesco, o que, como ja vimos, e um 
dos efeitos visfveis da endogamia. 

No heredograma em questao, Ceo ancestral comum de 
I porque duas linhas de descendencia de C convergem 
em I, o individuo endogamico. As duas linhas sao C —> 
A^IeC-> B —* I, e juntas formam o que os geneticis- 
tas chamam de alga endogamica. Essa alga mostra como 
determinada copia do gene em C pode ser transmitida 
aos dois lados do heredograma e produzir duas copias 
identicas do gene em I. 

A determinagao fundamental em qualquer analise 
de endogamia e calcular a probabilidade de que as duas 
copias do gene em um individuo sejam identicas por 
descendencia. Intuitivamente, essa probabilidade deve 
aumentar com o grau de endogamia. Assim, e maior a 
probabilidade de identidade por descendencia na pro¬ 
le do casamento entre irmaos que entre meios-irmaos. A 
tentativa de avaliar o grau de endogamia comegou com 
o trabalho pioneiro do geneticista americano Sewall Wri¬ 
ght. Em 1921, Wright descobriu uma quantidade mate- 
matica que nomeou de coeficiente de endogamia. As investi- 
gagoes de Wright - complexas demais para analisarmos 
aqui - implicavam uma analise das correlagoes entre os 
individuos em um heredograma. Nessas investigagoes, 
ele descobriu como calcular o coeficiente de endogamia 
e o empregou para medir o grau de endogamia. Depois, 
na decada de 1940, Charles Cotterman, tambem america¬ 
no, mostrou que o coeficiente de endogamia de Wright 
era equivalente a probabilidade de identidade por des¬ 
cendencia. Desse modo, podemos definir o coeficiente 
de endogamia, simbolizado pela letra F, como a proba¬ 
bilidade de que duas copias de um gene em um indivf- 
duo sejam identicas por descendencia de um ancestral 
comum. 

Para calcular o coeficiente de endogamia, seguimos 
os procedimentos desenvolvidos por Wright e Cotter- 
man. Primeiro, identificamos os ancestrais comuns do 
individuo endogamico. Um individuo endogamico esta 
ligado a um ancestral comum pelos seus dois genitores. 
No heredograma que estamos analisando, I tern so um 
ancestral comum; no entanto, em outros tipos de here- 
dogramas, um individuo endogamico pode ter mais de 
um ancestral comum. Por exemplo, a prole do casamen¬ 
to entre irmaos tem dois ancestrais comuns: 



Nesse caso, os dois avos de Z (U e Vj sao ancestrais 
comuns. Duas linhas geneticas descendem de cada avo 
e convergem em Z. Assim, o heredograma no casamento 
entre irmaos tem duas algas endogamicas: 


U 


R 




V 


A segunda etapa no calculo do coeficiente de endoga¬ 
mia e contar o numero de individuos (n) em cada alga 
endogamica definida por um ancestral comum. No here¬ 
dograma de casamento entre meios-irmaos, ha uma alga 
endogamica, que tem tres individuos. (Nao contamos o 
individuo endogamico.) Assim, no heredograma de ca¬ 
samento de meios-irmaos, n = 3. No heredograma de ca¬ 
samento entre irmaos ha duas algas endogamicas, cada 
uma com tres individuos; assim, para cada alga, n - 3. 

A terceira etapa para calcular o coeficiente de endo¬ 
gamia e verificar a quantidade (1/2)" em cada alga en¬ 
dogamica e somar os resultados. A soma obtida e o coe¬ 
ficiente de endogamia, F, do individuo endogamico, isto 
e, a probabilidade de que suas duas copias do gene sejam 
identicas por descendencia de um ancestral comum. Na 
prole de um casamento entre meios-irmaos, obtemos F= 
(1/2) 3 = 1/8. Na prole de um casamento entre irmaos, 
obtemos F= (1/2) 3 + (1/2) 3 =1/4. Assim, o coeficiente 
de endogamia da prole de irmaos e maior que o coefi¬ 
ciente de endogamia da prole de meios-irmaos, como 
seria esperado. 

O fator (1/2)" que calculamos para cada alga endo¬ 
gamica e a probabilidade de que uma das duas copias do 
gene no ancestral comum daquela alga produza duas co¬ 
pias identicas do gene no individuo endogamico. Para 
compreender essa probabilidade, vamos nos concentrar 
no casamento entre meios-irmaos. E preciso considerar 
dois casos, identificados por 1 e 2 na ilustragao a seguir. 


Geracao 


Caso 1 
C 


Caso 2 
C 


II 


III 



Probabilidade 


1/16 


+ 


1/16 = 1/8 


No caso 1, a chance de que a copia do gene a esquer- 
da (mostrada em vermelho) no ancestral comum C seja 
transmitida para a filha A e 1/2; uma vez em A, a chan¬ 
ce de que essa copia do gene seja transmitida para I e 
1/2. Assim, a probabilidade de que a copia “esquerda” do 
gene em C chegue a I por meio de A e de (1/2) X (1/2) 
= 1/4. Da mesma maneira, a probabilidade de que a co¬ 
pia “esquerda” do gene em C chegue a I por meio de B e 
de (1/2) X (1/2) = 1/4. Ao todo, entao, a probabilidade 
de que a copia “esquerda” do gene em C produza duas 
copias identicas em I, uma transmitida por A e outra por 
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B, e de (1/4) X (1/4) = 1/16. Raciocinando da mesma 
maneira no caso 2, calculamos que a probabilidade de 
que a copia “direita” do gene (mostrada cm azul) era C 
produza duas copias identicas do gene em I e de 1/16. 
Assim, a probabilidade de que ou a copia “esquerda” ou 
“direita” do gene cm C produza duas copias identicas do 
gene em I e (1/16) + (1/16) = 1/8, que, como vimos, e 
(l/2)\ Portanto, o calculo do fator (1/2)” e um atalho 
para determinar a probabilidade de que tuna das copias 
do gene em determinado ancestral comum de origem a 
duas copias identicas no indivfduo endogamico. 

Esse metodo de calculo dos coeficientes de endo- 
gamia e eficiente na maioria dos heredogramas. Mas e 
preciso modificar o metodo quando o proprio ancestral 
comum e endogamico. Multiplicamos o fator (1/2)'' cor- 
respondente ao ancestral comum pelo termo [1 + F ], 
em que F e o coeficiente de endogamia do ancestral 
comum. Por exemplo, nesse heredograma, o coeficiente 
de endogamia de T e F r - (1/2) * X [1 + F ( .J, e como F ( . { 
- (1/2) 3 = 1/8, conclmmos que F 7 = (1/8) X [1 + (1/8) j 
= 9/64. O termo modificador [1 + F J responde pela 
possibilidade de que as copias “esquerda” e “direita” do 
gene em GA ja sejam identicas por descendencia. feste 
sua capacidade de aplicar essa teoria no boxe Resolva!: 



Wright e Cotterman definiram o coeficiente de endo- 

O 

gamia como tuna medida precisa do grau de endogamia. 
A Figura 4.19 apresenta os valores desse coeficiente para a 
prole de diferentes lipos de casamentos consangufneos. 

Uma utilidade do coeficiente de endogamia e explicar 
a frequencia aumentada de disttirbios recessivos na prole 
de casamentos consangufneos. Na populagao lnimana, 
por exemplo, a incidencia de fenilcetonuria (PKU) na 
prole de indivfduos sem parentesco e de aproximada- 
mente 1/10.000; na prole de casamentos entre primos 
em primeiro grau, e de cerca de 7/10.000. A diferenga 
entre essas frequencias, 6/10.000, e o efeito da endoga¬ 
mia com F = 1/16. Para a prole de parentes mais proxi- 
mos, esperarfamos uma maior diferenga na frequencia 
de PKU. Por exemplo, a prole de meios-irmaos tent um 
coeficiente de endogamia de 1 /8, o dobro do observado 
na prole de primos em primeiro grau. Como o efeito da 
endogamia e proporcional a F, esperarfamos que a inci¬ 
dencia de PKU na prole de meios-irmaos fosse o dobro 
do efeito endogamico observado na prole de primos em 
primeiro grau, mais a incidencia de PKU na populagao 
em geral. Assim, a frequencia prevista de PKU na prole 


Resolva! 


Endogamia composta 

Dois individuos sem parentesco tem dois filhos, A e B. Esses 
dois filhos tem um filho, C, que se reproduz com dois indivi¬ 
duos diferentes e tem um filho com cada um. Do cruzamento 
dessa prole nasce um indivfduo no qua! o efeito endogamico 
foi composto. Qual e o coeficiente de endogamia desse ultimo 
individuo? 

Lei a a resposta do problema no site 
http ://gen-io.grupogen. com. br. 

de meios-irmaos e 2 X (0,0006) + 0,0001 = 0,0013. Na 
prole de irmaos, a frequencia p re vista e 4 X (0,0006) + 
0,0001 = 0,0025 (porque o coeficiente de endogamia e 
quat.ro vezes maior que na prole de primos em primeiro 
grau). 

Outro uso do coeficiente de endogamia e medir o de- 
clfnio em um fenotipo complexo, como a altura da plan- 
ta ou o rendimento agncola, Esses tragos sao influencia- 
dos pcjr muitos genes. A Figura 4.20 mostra dados colhidos 
de linhagens endogamicas de milho obtidas por um 
programa de autofertilizacao repetida. Sementes foram 
armazenadas em cada estagio do process© endogamico 
e, no fint, cultivadas em parcelas experimentais para es- 
tudar duas caracterfsticas, altura da planta e rendimento 
agrfcola. Como mostra a Figura 4.20, houve declfnio li¬ 
near das duas caracterfsticas em fungao do coeficiente 
de endogamia. A explicagao mais simples para esse de¬ 
clfnio linear e que os alelos recessivos de diferentes ge¬ 
nes tornaram-se homozigotos a medida que a endogamia 
prosseguiu - isto e, proporcional ao valor de F— e que 
esses homozigotos apresentaram valores menores para os 
tragos. Assim, o aumento da incidencia de homozigotos 
recessivos deleterios e a base da depressao endogamica. 

MEDIDA DAS RELA^OES GENETICAS 

O coeficiente de endogamia tambem pode ser usado 
para medir a proximidade das relagoes geneticas. Obvia- 
mente, irmaos estao mais proximos do que meios-irmaos. 
Um tio e uma sobrinha estao mais proximos que meios-ir¬ 
maos? Meios-irmaos estao mais proximos que primos em 
primeiro grau? Meios-irmaos estao mais proximos que 
primos duplos em primeiro grau? Para responder essas 
perguntas, precisamos determinar a fragao de genes co- 
muns a dois parentes decorrente da ascendencia comum. 

Nos parentes regulates - isto e, parentes nao endo- 
gamicos -, e possfvel calcular a fragao de genes em co¬ 
mum imaginando qtte os parentes se casaram e tiveram 
filhos. Evidentemente, como essa prole e endogamica, e 
possfvel calcular o coeficiente de endogamia de acordo 
com o procedimento habitual. Entao, para determinar a 
fragao comum de genes dos dois parentes, basta multipli- 

■s.. 

car por 2 o coeficiente de endogamia da prole. As vezes 
o resultado e chamado de coeficiente de parentesco. Nos ir- 
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Irmaos Meios-irmaos Primos em primeiro grau 



■ FIGURA 4.19 Valores do coeficiente de endogamia, F, para diferentes heredogramas. 


maos, o coeficiente de endogamia de uma prole imagi- 
naria seria 1/4; assim, o coeficiente de relagao de irmaos 
(ou a fragao de genes que tern em comum) e 2 X d/4) 
-1/2. Da mesma maneira, o coeficiente de relagao de 
meios-irmaos e 1/4, o de primos em primeiro grau e 1/8, 
e o de primos duplos em primeiro grau e 1/4. No caso 
de tio e sobrinha, o coeficiente de relagao e 1/4. Assim, 



meios-irmaos, primos duplos em primeiro grau e tio e 
sobrinha tern parentesco equivalente porque tem em co¬ 
mum a mesma fragao de seus genes, 1/4. Os irmaos, por 
comparagao, tem parentesco mais proximo porque tem 
metade dos genes em comum, e os primos em primeiro 
grau tem parentesco mais distante, ja que compartilham 
apenas um oitavo de seus genes. 



■ FIGURA 4.20 Declinio por endogamia na altura da pianta e no rendimento agricola do milho. A intensidade da endogamia e medida pelo 
coeficiente de endogamia, F. 
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PONTOS ESSENCIAIS 


A endogamia aumenta a frequencia de homozigotos e diminui a frequencia de heterozigotos 

Os efeitos da endogamia sdo proportionals ao coeficiente de endogamia, que e a probabilidade 
de que duos capias de um gene em um mdividuo sejam identical par descendencia de am 
ancestral comum 

O coeficiente de rela^do e a fra-Qdo de genes que dais individuos tern em comum em virtude de 
ascendencia comum. 


Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Um pesquisador descobriu um novo sistema de ri- 
pagem sangufnea para seres humanos. O sistema 
conta com a parti cipagao de dois anti genes, PeQ, 
ambos determinados por um alelo diferente de um 
gene denominado N. Os alelos para esses antigenos 
tern frequencia quase igual na populagao em geral. 
Se os alelos e A^sao codominantes, que antige¬ 
nos devem ser detectados no sangue de heterozigo¬ 
tos AW? 

Resposta: Devem ser detectados os antigenos PeQ por- 
que a codominancia implica a expressao de ambos 
os alelos em heterozigotos. 

2. A cor das flores em um jardim esta sob o controle 
de um gene com alelos multiples. Os fenotipos dos 
homozigotos e heterozigotos desse gene sao: 

Homozigotos 

WW vermelha 

ww branca pura 


liful 

branca 

com pontilhado vermellio 

iiPvP 

branca 

com areas vermelhas regulares 

o 

Heterozigotos 


W 

com qualquer 
outro alelo 

vermelha 

uP 

com ev’ ou w 

branca com areas vermelhas 
regulares 

tifw 


branca com pontilhado ver- 
melho 


Organize os alelos em uma hierarquia de dominancia. 

Resposta: W e dominante em relagao a todos os outros 
alelos, uP e dominante em relagao a w' e w, e id e 
dominante em relagao a w. Assim, a hierarquia de 
dominancia e W> uP > uf> w. 

3. Duas linhagens de camundongos descobertas de 
maneira independente sao homozigotas para uma 
mutagao recessiva que causa olhos pequenos; os 
fenotipos das duas linhagens sao indistingufveis, A 
mutaqao em uma linhagem e denominada little eye e 
na outra linhagem, tiny eye. Uma terceira linhagem 
e heterozigota para uma mutacao dominante que 


elimina totalmente os olhos; a mutaqao nessa linha¬ 
gem e denominada Eyeless. Como voce verificaria se 
as mutaeoes little eye, tiny eye e Eyeless sao alelos do 
mesmo gene? 

Resposta: O procedimento para determinar se duas mu- 
taqoes recessivas sao alelos do mesmo gene e cru- 
zar seus respectivos homozigotos para obter prole 
hibrida e entao avaliar o fenotipo dos hibridos. Se 
o fenotipo for mutante, as mutaqoes sao alelos do 
mesmo gene; se for selvagem, nao sao alelos. Nesse 
caso, portanto, devemos cruzar camundongos little 
eye com camundongos liny eye e observar sua pro¬ 
le. Se a prole river olhos pequenos, as duas muta- 
cbes sao alelos do mesmo gene; se tiverem olhos 
de tamanho normal, as duas mutaqoes sao alelos 
de genes diferentes. No caso de uma mutacao do¬ 
minante como Eyeless, nao e possivel fazer teste de 
alelismo. Assim, nao podemos verificar se Eyeless e 
um alelo da mutacao little eye ou tiny eye. 

4. Qual e a diferenqa entre penetrancia incompleta e 
expressividade variavel? 

Resposta: A penetrancia incompleta ocorre quando um 
indivfduo com genotipo para uma caracterfstica nao 
expressa essa caracterfstica. A expressividade varia- 
vel ocorre quando uma caracterfstica se manifesta 
em diferentes gratis em um grupo de individuos 
com o genotipo para essa caracterfstica. 

5. Em uma especie de mosca, a cor dos olhos do tipo 
selvagem e vermelha. Em uma linhagem mutante 
homozigota para a mutagao w, o olho e totalmente 
branco; em outra linhagem mutante homozigota 
para a mutagao y, o olho e amarelo. Os mutantes 
bran cos homozigotos foram cruzados com os mu- 
tantes amarelos homozigotos, e toda a prole tinha 
olhos vermelhos. O intercruzamento dessa prole 
produziu ires classes de individuos: 92 de olhos ver¬ 
melhos, 33 de olhos amarelos e 41 de olhos bran- 
cos. (a) A partir dos resultados desses cruzamentos, 
quantos genes controlam a cor do olho? Explique. 
(b) Se a resposta a (a) for maior que um, algum 
gene mutante e epistatico em relagao a qualquer 
outro gene mutante? 
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Resposta: Para responder (a), observamos que todas as 
moscas da F tinham ollios vermelhos, isto e, do 
tipo selvagem. Portanto, as mutagoes w e y nao 
sao alelos do mesmo gene, e concluimos que pelo 
menos dois genes controlam a cor dos olhos nes- 
sa especie. Para responder (b), notamos que, nas 
moscas da F , a proporgao de segregagao fenoti- 
pica afasta-se da proporgao 9:3:3:1 esperada para 
dois genes com distribuigao independente. A F 
tem apenas tres classes, que, alem disso, aparecem 
na proporgao de 9 de olhos vermelhos: 4 de olhos 
brancos: 3 de olhos amarelos. E evidente que a 
condigao homozigota ww produz olhos brancos 
sejam quais forem os alelos do gene y. Assim, o 
mutante a; deve ser considerado epistatico em re- 
lagao ao mutante y. 

6. Sevvall Wright, o descobridor do coeficiente de en- 
dogamia, era filho de um casamento de primos em 
prime iro grau. Construa o heredograma da famfiia 
do Dr. Wright e identifique seus ancestrais comuns 
e as algas endogamicas criadas por eles. Depois, cal- 
cule o coeficiente de endogamia do Dr. Wright. 


Resposta: O heredograma do casamento de primos em 
primeiro grau e: 

A B 



SewaSI Wright 


Nesse heredograma existem dois ancestrais comuns, 
A e B, e cada um deles define uma alga endogamica que 
termina no individuo endogamico. Uma alga esta no lado 
esquerdo do heredograma e a outra, no lado direito. 
Sent con tar o individuo endogamico, cada alga tem cinco 
pessoas. Assim, supondo-se que os ancestrais comuns nao 
sejam afetados por endogamia previa, o coeficiente de 
endogamia da prole do casamento de primos em primeiro 
grau (Dr. Wright) e (1/2) 5 + (1/2) 5 = 1/16. 


Autoavaliagao 



1. Um geneticista obteve duas linhagens geneticamen- 
te puras de camundongos, cada uma delas homozi¬ 
gota para uma mutagao recessiva describerta era se- 
parado que impede a formagao de pelos no corpo. 
Uma Iinhagent mutante e denominada naked (nua) 
e a outra, hairless (pelada). Para verificar se as duas 
mutagoes sao alelos, o geneticista promove o cru- 
zamento de camundongos naked e hairless. Toda a 
prole tem fenotipo selvagem; isto e, todo o corpo 
recoberto por pelo. Depois do intercruzamento 
desses camundongos da F., o geneticista observa 
115 camundongos do tipo selvagem e 85 camun¬ 
dongos mutantes na F t> . As mutagoes naked e hairless 
sao alelos? Como voce explicaria a segregagao dos 
camundongos de tipo selvagem e mutantes na F ? 

Resposta: As mutagoes naked e hairless nao sao alelos por- 
que os hibridos da F tent fenotipo selvagem. Assim, 
naked e hairless sao mutagoes de dois genes diferen- 
tes. Para explicar a proporgao fenotipica na F.„ va- 
mos primeiro adotar simbolos para essas mutagoes 
e sens alelos selvagens dominantes: 

n ~ mutagao naked , N = alelo selvagem 
h = mutagao hairless , II = alelo selvagem 

Com esses simbolos, os genotipos das linhagens 
parentais geneticamente puras sao nn IIII ( naked) 
e NN hh ( hairless). Os hibridos da F produzidos 
por cruzamento dessas linhagens sao, portanto, Nn 
Hh. Quando ha intercruzamento desses hibridos, 


esperamos encontrar muitos genotipos diferentes 
na prole. No entanto, cada alelo recessivo, quando 
homozigoto, impede o surgimento de pelos no cor¬ 
po. Assim, apenas os camundongos com genotipo 
N-H- terao pelos; todos os demais - homozigoto nn, 
homozigoto hh ou homozigoto para os dois alelos 
recessivos - nao terao pelos. E possivel prever as 
frequencias dos fenotipos selvagem e mutante se 
partirmos do principio de que a distribuigao dos 
genes naked e hairless e independente. A frequencia 
de camundongos que serao N-II- e (3/4) X (3/4) 
= 9/16 = 0,56 (pela Regra da Multiplicagao de Pro- 
babilidades), e a frequencia de camundongos que 
serao nn ou hh (ou ambos) e (1/4) + (1/4) - [ (1/4) 
X (1/4)] = 7/16 = 0,44 (pela regra da adigao de 
probabilidades). Assim, em uma amostra de 200 in- 
dividuos da F,„ esperamos que 200 X 0,56 = 112 se¬ 
jam do tipo selvagem e que 200 X 0,44 = 88 sejam 
mutantes. As frequencias observadas de 115 do tipo 
selvagem e 85 mutantes estao proximas desses nu- 
meros esperados, sugerindo que a hipotese de dois 
genes de distribuigao independente para pelos cor¬ 
porals esta correta. 

2. Na mosca-das-frutas uma mutagao recessiva, w, 
produz olhos brancos, outra mutagao recessiva, v, 
olhos vermelhao, e uma terceira mutagao recessiva, 
bw, olhos castanhos. A cor dos olhos do tipo selva¬ 
gem e vermelho-escura. Hibridos produzidos por 
cruzamento de dois mutantes homozigotos quais- 
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quer tern olhos vermelho-escuros, e todas as combi- 
nagoes mutantes duplamente homozigotas tern olhos 
brancos. Quantos genes essas tres mutagoes definem? 
Se a cor vermelho-escura dos olhos do tipo selvagem 
se deve ao acumulo de dois pigmentos diferentes, 
um vermelho e outro castanho, que gene controla a 
expressao de que pigmento? Os genes podem estar 
organizados em lima via de acumulo de pigmento? 


Resposta: As ires mutagoes definem ires genes diferentes 
porque quando ha cruzamento de duas mutagoes ho¬ 
mozigotas quaisquer, a prole tern a cor dos olhos do 
tipo selvagem. A mutagao w impede a expressao de 
todo o pigmento porque as moscas homozigotas para 
ela nao tern pigmento vermelho nem pigmento cas¬ 
tanho nos olhos; a mutagao v impede a expressao do 
pigmento castanho porque as moscas homozigotas 
para ela tern olhos vermelhao (vermelho-brilhantes); 
e a mutagao bw impede a expressao do pigmento ver¬ 
melho porque as moscas homozigotas para ela tern 
olhos castanhos. Assim, o gene v do tipo selvagem 
controla a expressao do pigmento castanho, o gene 
hw do tipo selvagem controla a expressao do pigmen¬ 
to vermelho, e o gene w do tipo selvagem e neces- 
sario para a expressao dos dois pigmentos. Podemos 
resumir esses achados propondo que cada pigmento 
e expresso de maneira diferente e que a fungao des- 
sas vias depende do gene w de tipo selvagem. 


Precursor 1 


Precursor 2 


gene bw 


gene v 


A 


t y 

Pigmento vermelho Pigmento castanho 


■V 


gene rt> + 

Olhos vermelho-escuros 


3. No heredograrna a seguir, calcule o coeficiente de 
endogamia de M. 


C 



M 


Resposta: M tern tres ancestrais comuns, B, C e D, porque 
duas linhas de descendencia de cada um desses in- 
divrduos acabarn por convergir em M. Existent qua- 
tro algas endogamicas distintas (ancestral comum 
sublinhado): 


(1) ABCDE (re = 5) 

(2) AD C BE (re = 5) 

(3) ABE (re = 3) 

(4) A D E (re = 3) 


Para calcular o coeficiente de endogamia de M, 
F elevamos 1/2 a potencia n para cada alga e so- 
mamos os resultados: 

F m = (1/2) 5 + (1/2) 5 + (1/2) 3 + (1/2) 3 = 5/16 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


4.1 Que tipos sangurneos poderiam ser observados nos 
filhos de uma tnulher que tern tipo sanguineo M e 
um homem que tern tipo sangurneo MN? 

4.2 Em coelhos, a coloragao da pelagem depende de 
alelos do gene c. A partir das informagoes apresen- 
tadas neste caprtulo, que fe no tipos e proporgoes se- 
riarn esperados a partir dos seguintes cruzamentos: 

(a) c + c + X cc, (b) cVX c + c; (c) c + ( J ‘ X c + <f h \ (d) cF h X c,c\ 
(e) c + ( Jl X c + c; (f) Fc X cc? 

4.3 Em camundongos, uma serie de cinco alelos deter- 
mina a cor da pelagem. Na ordem de dominancia, 
esses alelos sao: A 1 , pelagem amarela, mas homozi- 
goto letal; A L , agouti com ventre claro; A + , agouti 


(tipo selvagem); a 1 , preta e castanho-amarelada; e a, 
preta. Para cada cruzamento a seguir, determine a 
cor da pelagem dos pais e as proporgoes fenotfpicas 
esperadas na prole: (a) A'A‘ X A Y A L ; (b) Aba X A 1 a L , 
(c) da X Aa\ (d) Ad X AA L \ (e) A A X A r /P; (f) 
A*a ! X da; (g) da X aa ; (h) AA L X A + d; e (i) AA L X 
A/4- 

4.4 Em varias plantas, como o tabaco, a primula e o tre- 
vo vermelho, constatou-se que as contbinagoes de 
alelos da oosfera e do polen influenciam a compati- 
bilidade reprodutiva das plantas. Combinagoes ho¬ 
mozigotas, como 5'5 l , nao se desenvolvem porque 
o polen S 1 e ineficaz em estigmas S 1 —. No entail to, o 
polen 5* e eficaz em estigmas S-fr\ Que prole seria 
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esperada dos cruzamentos a seguir (o primeiro e o 
genotipo da planta-mae): (a) S l S 2 X S 2 !?; (b) 8S 2 X 
SPS 1 ; (c) S X e (d) && X tfS 6 ? 

4.5 A partir das informagoes no capitulo sobre os tipos 
sangufneos ABO, que fenotipos e proporgoes sao 
esperados dos seguintes cruzamentos: (a) PP X 
PP; (b) I A P X ii; (c) Pi X P; e (d) Pi X it? 

4.6 Mulher com sangue tipo O deu a luz a um bebe, 
tambem com sangue tipo O. Segundo a mae, o pai 
do bebe era um homem com sangue tipo AB. A afir- 
magao e digna de credito? 

4.7 Outra mulher com sangue tipo AB deu a luz um 
bebe com sangue tipo B. Dois h omens dife rentes 
reivindicam a paternidade. Um tern sangue tipo A e 
o outro, sangue tipo B. Os dados geneticos podem 
decidir em favor de um deles? 

4.8 A cor das f lores de plantas em determinada populagao 
pode ser azul, roxa, azul-turquesa, azul-clara ou branca. 
Uma serie de cruzamentos entre differences membros 
da populagao produziu os seguintes resultados: 


Cruzamento 

Pais 

Prole 

1 

roxa X azul 

todas roxas 

2 

roxa X roxa 

76 roxas, 25 
azul-turquesa 

3 

azul X azul 

86 azuis, 29 
azul-turquesa 

4 

roxa X azul-turquesa 

49 roxas, 52 
azul-turquesa 

5 

roxa X roxa 

69 roxas, 22 
azul-turquesa 

6 

roxa X azul 

50 roxas, 51 azuis 

7 

roxa X azul 

54 roxas, 26 azuis, 
25 azul-turquesa 

8 

azul-turquesa X 
azul-turquesa 

todas azul-turquesa 

9 

roxa X azul 

49 roxas, 25 azuis, 
23 azul-claras 

10 

azul-clara X 

60 azul-claras, 29 


azul-clara 

azul-turquesa, 31 
brancas 

11 

azul-turquesa X 
branca 

todas azul-claras 

12 

branca X branca 

todas brancas 

13 

roxa X branca 

todas roxas 


Quantos genes e alelos to mam parte na heranga da 
cor das flores? Indique todos os genotipos possf- 
veis para estes fenotipos: (a) flores roxas; (b) flores 
azuis; (c) flores azul-turquesa; (d) flores azul-claras; 
(e) flores brancas. 

4.9 Uma mulher que tem sangue tipos O e M casa-se 
com homem que tem sangue tipos AB e MN. Se 
considerarmos que ha distribuigao independente 
dos genes para os sistemas ABO e MN de tipagem 
sangufnea, que tipos sangufneos podem ter os fi- 
lhos desse casal e em que proporgoes? 


4.10 Uma linhagem japonesa de camundongos tem 
uma marcha peculiar e descoordenada, denomi- 
nada waltzing (valsante), causada por um alelo re- 
cessivo, v. O alelo dominante Vcausa o movimento 
coordenado dos camundongos. Recentemente, um 
geneticista estudioso de camundongos isolou outra 
mutagao recessiva causadora de movimento desco- 
ordenado. Essa mutagao, denominada tango , pode 
ser um alelo do gene waltzing ou a mutagao de um 
gene totalmente diferente. Proponha um teste para 
verificar se as mutagoes waltzing e tango sao alelos e, 
em caso afirmativo, proponha sfmbolos para desig- 
na-las. 

4.11 A surdez congenita em seres humanos e um distur- 
bio hereditario recessivo. No heredograma a seguir, 
dois indivfduos surd os, provavelmente homozigo- 
tos para uma mutagao recessiva, casaram-se e tive- 
ram quatro filhos com audigao normal. Proponha 
uma explicagao: 


i 

n 

in 

IV 



4.12 Na mosca-das-frutas, mutagoes recessivas em um 
dos dois genes de distribuigao independente, brown 
e purple, impedem a sfntese de pigmento vermelho 
nos olhos. Assim, homozigotos para qualquer uma 
dessas mutagoes tem olhos roxo-acastanhados. No 
entanto, os heterozigotos para essas duas mutagoes 
tem olhos vermelho-escuros, ou seja, do tipo selva- 
gem. O intercruzamento desses heterozigotos du- 
plos produzira que tipos de prole e em que propor¬ 
goes? 

4.13 A mutagao dominante Plum na mosca-das-frutas 

* 

tambem causa olhos roxo-acastanhados. E possfvel 
determinar por experimentos geneticos se Plum e 
um alelo dos genes brown ou purple ? 

4.14 A partir das informagoes apresentadas no capitulo, 
explique por que camundongos de pelagem amare- 
la nao sao geneticamente pur os. 

4.15 Um casal tem quatro filhos, dois homens e duas 
mulheres. Nem o pai nem a mae tem calvfcie; um 
dos filhos homens e calvo, mas nenhuma das filhas 
tem calvfcie. 

(a) Se uma das filhas casar com um homem nao calvo e 
eles tiverem um filho, qual e a chance de que o filho 
tenha calvfcie na vida adulta? 

(b) Se o casal tiver uma filha, qual e a chance de que 
tenha calvfcie na vida adulta? 

4.16 O heredograma a seguir mostra a heranga da ata¬ 
xia, um disturbio neurologico raro caracterizado 
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por movimentos descoordenados. A ataxia e causa- 
da por um alelo dominante ou recessivo? Explique. 


i 

n 


IV 




4.17 Os galos que tem os alelos para crista rosa (R) e 
crista ervilha ( P) apresentam crista noz, enquanto 
os que nao tem esses dois alelos (i . e., tem genotipo 
rr pp) tem crista simples. A partir das informagoes 
sobre as interagoes entre esses dois genes apresen- 
tadas no capitulo, determine os fenotipos espera- 
dos nos cruzamentos a seguir e suas proporgoes: 

(a) RRPp X rrPp 

(b) rr PP X RrPp 

(c) RrPp X Rrpp 

(d) Rrpp X rrpp 

4.18 O cruzamento de galinaceos de crista rosa com cris¬ 
ta noz produziu 15 pintos de crista noz, 14 de crista 
rosa, 5 de crista ervilha e 6 de crista simples. Deter¬ 
mine os genotipos dos pais. 

4.19 Aboboreiras que tem o alelo dominante C produ- 
zem fruto branco, enquanto as plantas homozigotas 
para o alelo recessivo c produzem fruto colorido. 
Quando o fruto e colorido, o alelo dominante G 
determina a cor amarela; na ausencia desse alelo 
(i e. f no genotipo gg) , a cor do fruto e verde. Quais 
sao os fenotipos da F e as proporgoes esperadas no 
intercruzamento da prole de CC GG e cc gg? Consi- 
dere a distribuigao independente dos genes C e G. 

4.20 A raga Leghorn branca de galinhas e homozigota 
para o alelo dominante C, que produz penas colo- 
ridas. No entanto, tambem e homozigota para o 
alelo dominante / de um gene de distribuigao in¬ 
dependente que inibe a coloragao das penas. Por 
isso, as galinhas Leghorn tem penas brancas. A raga 
Wyandotte branca de galinhas nao tem alelo para 
cor nem inibidor da cor; portanto, o genotipo e cc 
ii Quais sao os fenotipos da F t , e as proporgoes espe¬ 
radas no intercruzamento da prole de uma galinha 
Leghorn branca com um galo Wyandotte branco? 

4.21 As moscas-das-frutas homozigotas para a mutagao 
recessiva scarlet tem olhos vermelho-brilhantes por- 
que nao sintetizam pigmento castanho. As mos¬ 
cas-das-frutas homozigotas para a mutagao recessiva 
brown tem olhos roxo-acastanhados porque nao sin¬ 
tetizam pigmento vermelho. As moscas-das-frutas 
homozigotas para essas duas mutagoes tem olhos 
brancos porque nao sintetizam nenhum tipo de 
pigmento. As mutagoes brown e scarlet tem distribui¬ 
gao independente. Quais serao os tipos de prole do 
intercruzamento de moscas-das-frutas heterozigo- 


tas para essas duas mutagoes? Em que proporgoes? 

4.22 Considere o seguinte esquema hipotetico de de- 
terminagao da cor da pelagem em um mamffero. 
O gene A controla a conversao de um pigmento 
branco P em um pigmento cinza P ; o alelo do¬ 
minante A produz a enzima necessaria para essa 
conversao, e o alelo recessivo a produz uma enzi¬ 
ma sem atividade bioquimica. O gene B controla a 
conversao do pigmento cinza P em um pigmento 
preto P 2 ; o alelo dominante B produz a enzima ati- 
va para essa conversao, e o alelo recessivo b produz 
uma enzima inativa. O alelo dominante C de um 
terceiro gene produz um polipeptidio que inibe 
totalmente a atividade da enzima produzida pelo 
gene A; isto e, impede a reagao P —» P . O alelo 
c desse gene produz um polipeptidio defeituoso 
que nao inibe a reagao P 0 —» P . Os genes A, Be C 
tem distribuigao independente e nao ha participa- 
gao de outros genes. Na F., do cruzamento AA bb 
GG X aa BB cc, qual e a proporgao da segregagao 
fenotipica esperada? 

4.23 Que proporgao de segregagao fenotipica da F 2 se- 
ria esperada no cruzamento descrito no problema 
anterior se o alelo dominante, C, do terceiro gene 
determinasse um produto que inibisse totalmente a 
atividade da enzima produzida pelo gene B, isto e, 
impedisse a reagao P —P em vez de inibir a ativi¬ 
dade da enzima produzida pelo gene A? 

4.24 O martim-pescador da Micronesia, Halcyon cinna- 
momina, tem a face cor de canela. Em algumas aves, 
a cor vai ate o peito, produzindo um desses tres de- 
senhos: circulo, escudo ou triangulo; outras vezes 
nao ha cor no peito. Um macho com um triangulo 
colorido foi cruzado com uma femea sem cor no 
peito, e toda a prole tinha um escudo colorido no 
peito. O intercruzamento dessa prole produziu 
uma proporgao fenotipica da F ( , de tres circulos: 
seis escudos: tres triangulos: quatro sem cor. (a) De¬ 
termine o mecanismo de heranga dessa caracteristi- 
ca e indique os genotipos das aves nas tres geragoes. 
(b) Quando se cruzam um macho sem cor no peito 
e uma femea que tem um escudo colorido no peito 
e ha segregagao da F na proporgao de 1 circulo: 2 
escudos: 1 triangulo, quais sao os genotipos dos pais 
e da prole? 

4.25 Em uma especie de arvore, a cor da semente e de- 
terminada por quatro genes de distribuigao inde¬ 
pendente: A, B, C e D. Os alelos recessivos de cada 
um desses genes (a, b, c e d) produzem enzimas 
anormais que nao catalisam uma reagao da via de 
biossintese do pigmento da semente. O diagrama 
dessa via e o seguinte: 


Precursor branco 



Amarelo 



Laranja 


Vermelho 


D 


Azul 
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Na presenga de pigmentos vermelho e azul, as se- 
mentes sao roxas. Arvores com os genotipos Aa Bb 
Cc Dd e Aa Bb Cc dd foram cruzadas. 

(a) Qual e a cor das sementes nesses dois genotipos pa- 
rentais? 

(b) Que proporgao da prole do cruzamento tera semen¬ 
tes brancas? 

(c) Determine as proporgoes relativas de prole verme- 
lha, branca e azul do cruzamento. 

4.26 Varios cruzamentos foram feitos entre linhagens 
geneticamente puras de caes pretos e amarelos da 
raga Labrador retriever. Toda a prole da F foi pre- 
ta. O intercruzamento dessa prole produziu uraa 
F 2 constitufda de 91 animais pretos, 39 amarelos e 
30 chocolate, (a) Sugira uma explicagao para a he- 
ranga da cor da pelagem em caes labradores. (b) 
Proponha uma via bioqufmica para determinagao 
da cor da pelagem e indique como os genes rele- 
vantes controlam a cor da pelagem. 

4.27 Duas plantas com flores brancas, ambas de linha¬ 
gens geneticamente puras, foram cruzadas. Todas 
as plantas da F tinham flores vermelhas. O inter¬ 
cruzamento dessas plantas da F produziu uma 
F 2 constitufda de 177 plantas com flores vermelhas 
e 142 com flores brancas. (a) Proponha uma expli¬ 
cagao para a heranga da cor das flores nessa especie 
de planta. (b) Proponha uma via bioqufmica para 
a pigmentagao das flores e indique os genes e as 
etapas controladas por eles nessa via. 

4.2£ Considere a seguinte via de biossfntese de pigmen¬ 
tos controlada geneticamente nas flores de uma 
planta hipotetica: 

gene A gene B gene C 

I 

enzima A enzima B enzima C 

P 0 -► Pi-► P 2 - ** P 3 

Suponha que o gene A controla a conversao de um 
pigmento branco, P , em outro pigmento branco, 
P ■ o alelo dominante A especifica uma enzima 
necessaria para essa conversao, e o alelo recessivo 
a especifica uma enzima defeituosa sem atividade 
bioqufmica. O gene B controla a conversao do pig¬ 
mento branco, P 15 em um pigmento rosa, P ■ o ale¬ 
lo dominante, B, produz a enzima necessaria para 
essa conversao, e o alelo recessivo, b, produz uma 
enzima defeituosa. O alelo dominante, C, do ter- 
ceiro gene especifica uma enzima que converte o 
pigmento rosa, P , em um pigmento vermelho, P ; 
seu alelo recessivo, c, produz uma enzima alterada 
incapaz de realizar essa conversao. O alelo domi¬ 
nante, D, de um quarto gene produz um polipeptf- 
dio que inibe totalmente a atividade da enzima C; 
isto e, bloqueia a reagao P f , —» P,.. O alelo recessivo, 
d, produz um polipeptfdio defeituoso que nao blo¬ 


queia essa reagao. Suponha que a cor da flor seja 
determinada apenas por esses quatro genes e que 
a distribuigao seja independente. Na F de um cru¬ 
zamento entre plantas do genotipo AA bb CC DD e 
plantas do genotipo aa BB cc dd, que proporgao das 
plantas tera (a) flores vermelhas? (b) flores rosa? 
(c) flores brancas? 

4.29 No heredograma a seguir quais sao os coeficientes 
de endogamia de A, B e C? 



A 


Prole de meios-primos em 
primeiro grau 



B 

Prole de 
primos em 
segundo grau 



C 

Prole de primos 
em terceiro grau 


4.30 A, B e C sao linhagens endogamicas de camun- 
dongos, consideradas totalmente homozigotas. A 
e cruzada com B e B e cruzada com C. Depois os 
hfbridos A X B sao cruzados com C, e a prole e cru¬ 
zada com os hfbridos B X C. Qual e o coeficiente de 
endogamia da prole desse ultimo cruzamento? 

4.31 Mabel e Frank sao meios-irmaos, assim como Tina 
e Tim. Entre tan to, esses dois pares de meios-irmaos 
nao tern ancestrais comuns. Se Mabel casar com 
Tim, Frank casar com Tina e cada casal tiver um 
filho, que fragao de seus genes as criangas terao em 
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comum em razao da ascendencia comum? O paren- 
tesco entre as criangas sera maior ou menor que 
entre primos em primeiro grau? 

4.32 Suponha que o coeficiente de endogamia de I no 
heredograma a seguir seja de 0,25. Qual e o coefi¬ 
ciente de endogamia de C, o ancestral comum de I? 

C 


4.33 Uma linhagem polinizada aleatoriamente de milho 
produz espigas com comprimento medio de 24 cm. 
Depois de uma geragao de autofertilizagao, o com¬ 
primento da espiga cai para 20 cm. Qual devera ser 
o comprimento da espiga se a autofertilizagao for 
mantida por mais de uma geragao? 



Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


A cor da pelagem em mamfferos e controlada por muitos 
genes diferentes. 

1. No camundongo, a mutagao A ¥ , um alelo dominance 
do gene a, torna a pelagem amarela em vez de agouti; 
em condigao homozigota, essa mutagao e letal. 
Encontre a descrigao do gene a e de seu alelo A y no 
banco de dados do genoma do camundongo. Qual e o 
nome oficial desse gene? 

2. O albinismo em camundongos e causado por mutagoes 
recessivas no gene Tyr, tarnbem simbolizado por c. Esse 
gene codifica a enzima tirosinase, que catalisa uma 


etapa na produgao do pigmento melanina a partir do 
aminoacido tirosina. Encontre uma descrigao desse 
gene no banco de dados do genoma do camundongo. 
Voce suspeita da existencia de uma relagao evolutiva 
entre esse gene e o gene que, quando mutante, causa 
albinismo em coelhos? 

3. Os seres human os tern um gene relacionado com o gene 
Tyr dos camundongos? Caso tenham, a que disturbio 
esse gene, quando mutante, poderia estar associado? 

Dica: No site, clique em Popular Resources, depois em 
Gene. Depois pesquise A<Y> ou Tyr. 
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Cromossomos 

Teoria cromossomica da hereditariedade 
Genes ligados ao sexo em seres humanos 
Cromossomos sexuais e determ ina<;ao do sexo 
Compensa^ao de dose de genes ligados ao X 


Sexo, cromossomos e genes 

O que determina o desenvolvimento do sexo mascutino ou fe- 
minino nos organismos? Por que existem apenas dois fenotipos 
sexuais? O sexo de um organismo e determinado porseus genes? 
Essas questoes e outras relacionadas intrigaram geneticistas des- 
de a redescoberta do trabaiho de Mendel no infcio do seculo 20. 

A descoberta de que os genes influenciam a determinaqao 
do sexo emergiu de uma fusao entre duas disciplinas cientificas 
antes distintas, a genetica - o estudo da hereditariedade - e a 
citologia - o estudo das cetulas. No infcio do seculo 20, essas dis¬ 
ciplinas se uniram graqas a amizade entre dois notaveis cientis- 
tas americanos, Thomas Hunt Morgan e Edmund Beecher Wilson. 
Morgan era o geneticista e Wilson, o citologista. 

Como citologista, Wilson estava interessado no comporta- 
mento dos cromossomos. Essas estruturas teriam sua importan- 



cia comprovada na determinaqao do sexo em muitas especies, 
inclusive na nossa. Wilson foi um dos primeiros a investigar dife- 
renqas nos cromossomos dos dois sexos. Graqas ao estudo metii- 
culoso, ele e seus colaboradores mostraram que essas diferenqas 
eram limitadas a um par especial de cromossomos, chamados 
cromossomos sexuais. Wilson constatou que o comportamento 
desses cromossomos durante a meiose poderia ser responsavel 
pela heranqa do sexo. 

Como geneticista, Morgan estava interessado na identifica- 
qao de genes. Ele concentrou a pesquisa na mosca-das-frutas, 
Drosophila melanogaster, e descobriu rapidamente um gene que 
produzia diferentes proporqoes fenotfpicas em machos e femeas. 
Morgan formulou a hipotese de que esse gene estava localizado 
em um dos cromossomos sexuais, e um de seus alunos, Calvin 
Bridges, acabou provando que sua hipotese estava certa. A des¬ 
coberta de Morgan de que os genes estao nos cromossomos foi 
um grande avanqo. Os fatores geneticos abstratos postulados por 
Mendel foram finalmente localizados em estruturas visiveis nas 
celulas, e os geneticistas ja poderiam explicar os principios da se- 
gregaqao e distribuiqao independente pelo comportamento dos 
cromossomos na meiose. 

A descoberta de que genes especificos determinam o sexo de 
um organismo ocorreu muito mais tarde, somente depois que 
outra disciplina cientifica, a biologia molecular, se juntou a ge¬ 
netica e a citologia. Graqas aos seus esforqos conjuntos, citolo- 
gistas, geneticistas e biologos moleculares identificaram genes 
especificos de determinaqao do sexo pelo estudo de individuos 
raros cujos fenotipos sexuais eram incompativeis com os cromos¬ 
somos sexuais presentes. Hoje, pesquisadores dos tres campos 
estao empenhados em entender como esses genes controlam o 
desenvolvimento sexual. 


A mosca-das-frutas, Drosophila melanogaster. 
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Cromossomos 

Cada especie term um conjunto caractenstico de cromos¬ 
somos. 

Os cromossomos foram descobertos na segunda metade 
do seculo XIX por W. Waldeyer, citologista alemao. Inves- 
tigagoes subsequentes com diferentes organismos verifica- 
ram que os cromossomos sao caracteristicos dos nucleos 
de todas as celulas. A observagao e melhor quando se apli- 
cam corantes as celulas era divisao; durante a divisao, o ma¬ 
terial de um cromossomo e condensado era um pequeno 
volume e assume a aparencia de um cilindro firme. Duran¬ 
te a interfase, entre as divisoes celulares, os cromossomos 
nao sao observados com facilidade, mesmo com os me] bo¬ 
res corantes. Os cromossomos em interfase apresentam-se 
frouxamente espiralados e formam blamelitos delgados 
distribufdos por todo o nucleo. Consequentemente, quan¬ 
do os corantes sao aplicados, todo o niicleo e corado, e 
nao e possfvel identibcar cromossomos individuals. Essa 
rede difusa de blamentos e a cromatina. Algumas regioes da 
cromatina ap resen lam coloragao mais escura que outras, 
sugerindo uma diferenga da organizagao. As regioes claras 
sao a eucromatina {do grego, “verdadeiro”), e as regioes es- 
curas sao a heterocromatina (do grego, “diferente”). Explo- 
raremos o signibcado funcional desses diferentes tipos de 
cromatina no Capitulo 19. 

NUMERO DE CROMOSSOMOS 

O numero de cromossomos de uma especie e quase sem- 
pre um multiplo par de um numero basico. Em seres hu- 
manos, por exemplo, o numero basico e 23; ovocitos e 
espermatozoides maduros tern esse numero de cromosso¬ 
mos. A maioria dos outros tipos de celulas humanas tern o 
dobro (46), emboraalguns tipos, como determinadas celu¬ 
las hepaticas, tenham o quadruplo (92) do numero basico. 

O numero de cromossomos (n) haptoide, ou basico, de- 
bne um conjunto de cromossomos denominado genoma 
haploide. A maioria das celulas somaticas contem duas 
unidades de cada cromossomo desse conjunto e, portan- 
to, e diploide (2n). As celulas que tern quat.ro unidades de 
cada cromossomo sao tetraptoides (4n), as que tern oito sao 
octaploides (8n), e assim por diante. 

O numero basico de cromossomos varia de acordo 
com a especie. O numero de cromossomos nao esta rela- 
cionado com o tamanho nem com a complexidade bio 16- 
gica de um organismo, e a maioria das especies tern entre 
10 e 40 cromossomos em seus genomas (Tabela 5.1). O 
muntiaco, um pequeno veado asiatico, tern apenas ties 
cromossomos no genoma, enquanto algumas especies de 
samambaia tern muitas centenas. 

CROMOSSOMOS SEXUAfS 

Em algumas especies de animals como os gafanhotos, 
as ferneas lent um cromossomo a mais que os machos 


Tabela 5.1 

Numero de cromossomos em diferentes organismos. 

Organismo 

Numero haploide de 
cromossomos 

Eucariotos simples 

Fermento de pao [Saccharomyces 
cerevisiae) 

16 

Bolor do pao (Neurospora crassa ) 

7 

Alga verde unicelular (Chlamydomonas 
reinhardtii ) 

17 

Vegetais 

Milho (Zeamays) 

10 

Trigo (Triticum aestivum) 

21 

Tomate {Lycopersicon esculentum) 

12 

Fava (Vida faba) 

6 

Sequoia gigante (Sequoia sempervirens) 

ii 

Crucffera (Arabidopsis thaliana) 

5 

Animals invertebrados 

Mosca-das-frutas (Drosophila 
melanogaster) 

4 

Mosquito (Anopheles culicifacies) 

3 

Estrela-do-mar (Aster/as forbesi ) 

18 

Nematodeo (Caenorhabdltis elegans ) 

6 

Mexilhao (Mytilus edulis ) 

14 

Animais vertebrados 

Homem (Homo sapiens ) 

23 

Chimpanze (Pan troglodytes) 

24 

Gato {Felis domesticus) 

36 

Camundongo (Mus musculus) 

20 

Gatinha (Callus domesticus) | 

39 

Sapo {Xenopus laevis) 

17 

Peixe { Esoxlucius ) 

25 


(Figura 5.1A). Esse cromossomo extra, originalmente ob- 
servado em outros insetos, e denominado cromossomo X. 
As ferneas dessas especies tern dois cromossomos X e os 
machos, apenas um; assim, as ferneas sao citologicanien- 
te XX e os machos sao XO, em que o “O” indica a au- 
sencia de um cromossomo. Durante a meiose na femea, 
ha pareamento dos dois cromossomos X, que depois se 
separam, produzindo ovocitos que contem um so cro¬ 
mossomo X. Durante a meiose no macho, o cromossomo 
X solitario desloca-se separadamente de todos os outros 
cromossomos e e incorporado a metade dos espermato¬ 
zoides; a outra metade nao recebe cromossomo X. Assim, 
a uniao de espermatozoides e ovocitos produz dois tipos 
de zigotos: XX, que dao origem a ferneas, e XO, que dao 
origem a machos. Como ha igual probabilidade dos dois 
tipos, o mecanismo reprodutivo preserva uma proporgao 
1:1 de machos e ferneas nessa especie. 
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Heranca de cromossomos sexuais em animais 

r 

com femeas XX e machos XO. 



Heranca de cromossomos sexuais em animais 

r 

com femeas XX e machos XY. 



■ FIGURA 5.1 Heranga de cromossomos sexuais em animais. A. Ani¬ 
mais com femea XX/macho XO, como alguns gafanhotos. B. Animais 
com femea XX/macho XY, como seres humanos e Drosophila. 


Em muitos outros animais, entre eles os seres huma¬ 
nos, o numero de cromossomos e igual nos dois sexos 
(Figura 5.1 B). Essa igualdade numerica se deve a presen- 
ga de um cromossomo no sexo masculino, o cromossomo 
Y, que faz par com o X durante a meiose. O cromossomo 
Y e morfologicamente diferente do cromossomo X. Nos 
seres humanos, por exemplo, oYe muito mais curto que o 


X Y 



Regiao 

terminal 


■ FIGURA 5.2 Cromossomos X e Y humanos. As regides terminals sao 
comuns aos dois cromossomos sexuais. 

X, e seu centromero esta mais perto de uma extremidade 
(Figura 5.2). O material comum aos cromossomos huma¬ 
nos X e Y e limitado e consiste principalmente em segmen- 
tos curtos perto das extremidades dos cromossomos. Du¬ 
rante a meiose no sexo masculino, os cromossomos X e Y 
se separam, produzindo dois tipos de espermatozoide, um 
que tern X e outro que tern Y, cujas frequencias sao apro- 
ximadamente iguais. Os individuos XX do sexo feminino 
so produzem um tipo de ovocito, com X. Se a fertilizagao 
fosse aleatoria, cerca de metade dos zigotos seria XX e a 
outra metade, XY, levando a uma proporgao sexual de 1:1 
na concepgao. No entanto, em seres humanos, os esper- 
matozoides Y levam vantagem na fertilizagao porque sao 
mais leves e movem-se com mais rapidez, e a proporgao se¬ 
xual aproximada dos zigotos e de 1,3:1. Durante o desen- 
volvimento, o excesso de individuos do sexo masculino e 
diminuldo pela diferenga de viabilidade dos embrioes XX 
e XY, e ao nascimento, o numero de homens e apenas um 
pouco maior que o de mulheres (proporgao de 1,07:1). 
Na idade reprodutiva, o excesso de homens j a foi pratica- 
mente eliminado e a proporgao sexual e de quase 1:1. 

Os cromossomos X e Y sao cromossomos sexuais. Todos 
os demais cromossomos do genoma sao autossomos. Os 
cromossomos sexuais foram descobertos nos primeiros 
anos do seculo 20 gragas ao trabalho dos citologistas ame- 
ricanos C. E. McClung, N. M. Stevens, W. S. Sutton e E. B. 
Wilson. Essa descoberta coincidiu com o surgimento do 
mendelismo e estimulou a pesquisa sob re posslveis rela- 
goes entre os princlpios de Mendel e o comportamento 
dos cromossomos na meiose. 


PONTOS ESSENCIAIS * Os cromossomos individuals tomam-se vistveis durante a divisdo celular, entre as divisoes eles 

constituem uma rede difusa de fibras denominada cromatina 

• Celulas somdticas diploides tem o dobro do numero de cromossomos dos gametas haploides 

• Os cromossomos sexuais sao diferentes entre os dois sexos, enquanto os autossomos sao iguais. 


Teoria cromossomica da hereditariedade 


Os estudos sobre a heranga de uma caracterfstica ligada 
ao sexo em Drosophila ofereceram a primeira evidencia 
de que o comportamento meiotico dos cromossomos 4 
a base dos princlpios de segregagao e distribuigao inde- 
pendente de Mendel. 


Em 1910, muitos biologos suspeitavam de que os genes 
estavam localizados nos cromossomos, mas nao tinham 
comprovagao definitiva. Os pesquisadores precisavam 
encontrar um gene que pudesse ser associado inequivo- 
camente a um cromossomo. Esse objetivo exigia que o 
gene fosse definido por um alelo mutante e que fosse 
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possfvel fazer a distingao morfologica do cromossomo. 
Alem disso, o padrao de transmissao do gene tinha de 
refletir o comportamento do cromossomo durante a re- 
produgao. Todos esses requisitos foram atendidos quan- 
do o biologo americano Thomas H. Morgan descobriu 
uma mutagao especffica associada a cor dos olhos na 
mosca-das-frutas, Drosophila melanogaster. Morgan iniciou 
os experimentos com essa especie de mosca por volta 
de 1909. Ela era o objeto ideal para pesquisa genetica 
porque sua reprodugao e rapida e prolifica e o custo da 
criagao em laboratorio e baixo. Alem disso, so tern quatro 
pares de cromossomos, um deles de cromossomos sexu- 
ais, XX na femea e XY no macho. Os cromossomos X e Y 
sao morfologicamente diferentes um do outro e de cada 
um dos autossomos. Por meio de experimentos meticu- 
losos, Morgan conseguiu mostrar que a mutagao relativa 
a cor dos olhos era herdada com o cromossomo X, suge- 
rindo a localizagao ffsica de um gene para cor dos olhos 
nesse cromossomo. Mais tarde, um de seus alunos, Calvin 
B. Bridges, obteve a comprovagao definitiva dessa teoria 
cromossomica da hereditariedade. 
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EVIDENCIAS EXPERIMENTAIS QUE 
ASSOCIAM A HERANCA DE GENES 
AOS CROMOSSOMOS 


■ FIGURA 5.3 Experimento de Morgan para estudo da heranga de 
olhos brancos em Drosophila. A transmissao da condigao mutante em 
associagao com o sexo sugeriu que o gene para cor dos olhos estava 
presente no cromossomo X, mas nao no cromossomo Y. 


Experimentos de Morgan comegaram com a descober- 
ta de um macho mutante da mosca que tinha os olhos 
brancos, e nao vermelhos como as moscas do tipo sel- 
vagem. Quando esse macho f'oi cruzado com femeas de 
tipo selvagem, toda a prole apresentou olhos vermelhos, 
indicando que o branco era recessivo em relagao ao ver- 
melho. No intercruzamento dessa prole, Morgan obser- 
vou um padrao peculiar de segregagao: todas as filhas, 
mas so metade dos filhos, tinham olhos vermelhos; a ou- 
tra metade dos filhos tinha olhos brancos. Esse padrao 
sugeria que a heranga da cor dos olhos estava associada 
aos cromossomos sexuais. Morgan propos que havia um 
gene para cor dos olhos no cromossomo X, mas nao no 
Y, e que os fenotipos branco e vermelho eram produzidos 
por dois alelos diferentes: to, alelo mutante, e w + , alelo 
selvagem. 

A hipotese de Morgan e ilustrada na Figura 5.3. As fe¬ 
meas de tipo selvagem no primeiro cruzamento sao con- 
sideradas homozigotas para o alelo to*. Presume-se que 
seu parceiro tenha o alelo mutante to no cromossomo X 
e nenhum dos alelos no cromossomo Y. Um organismo 
que tern apenas uma copia de um gene e denominado 
hemizigoto. Na prole do cruzamento, os filhos de sexo 
masculino herdam um cromossomo X da mae e um cro¬ 
mossomo Y do pai; como o X herdado da mae tern o alelo 
w + , esses filhos tem olhos vermelhos. Ja as filhas herdam 
um cromossomo X de cada um dos pais — um X com to* 
da mae e um X com to do pai. No entanto, como to + e 
dominante em relagao a to, essas femeas heterozigotas da 
F tambem tem olhos vermelhos. 

O intercruzamento de machos e femeas da F produz 
quatro classes genotfpicas de prole, cada uma represen- 


tando uma diferente associagao de cromossomos sexuais. 
As moscas XX, que sao femeas, tem olhos vermelhos por¬ 
que tem pelo me nos um alelo to*. As moscas XY, do sexo 
masculino, tem olhos vermelhos ou brancos, dependen- 
do do cromossomo X herdado das femeas heterozigotas 
da F . Portanto, a segregagao dos alelos w e to* nessas fe¬ 
meas e a razao pela qual metade dos machos da F 2 tem 
olhos brancos. 

Morgan fez outros experimentos para confirmar os 
elementos de sua hipotese. Em um deles (Figura 5.4A), 
cruzou femeas da F supostamente heterozigotas para o 
gene da cor dos olhos com machos mutantes de olhos 
brancos. Como ele esperava, metade da prole de cada 
sexo apresentou olhos brancos e a outra metade, olhos 
vermelhos. Em outro experimento (Figura 5.4B), cruzou 
femeas de olhos brancos com machos de olhos verme¬ 
lhos. Dessa vez, todas as filhas apresentaram olhos verme¬ 
lhos e todos os filhos, olhos brancos. Ao intercruzar essa 
prole, Morgan observou a segregagao esperada: metade 
da prole de cada sexo tinha olhos brancos, e a outra me¬ 
tade tinha olhos vermelhos. Assim, sua hipotese de que o 
gene para cor dos olhos estava ligado ao cromossomo X 
resistiu a outros testes experimentais. 

NAO DISJUNCAO COMO 
COMPROVACAO DA TEORIA 

cromossQmica 

Morgan demonstrou a existencia de um gene para cor 
dos olhos no cromossomo X de Drosophila por meio da 
correlagao entre a heranga desse gene e a transmissao do 
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■ FIGURA 5.4 Testes experimentais da hipdtese de Morgan de que o gene para cor dos olhos em Drosophila esta ligado ao X. A. Experimento de 
cruzamento de femeas heterozigotas com machos de olhos brancos. B. Experimento de cruzamento de femeas de olhos brancos com machos 
de tipo selvagem. 


cromossomo X durante a reprodugao. No entanto, como 
observado antes, foi um de seus alunos, C. B. Bridges, 
que comprovou a teoria cromossomica demonstrando 
que excegoes as regras de heranga tambem poderiam ser 
explicadas pelo comportamento dos cromossomos. 

Bridges realizou em maior escala um dos experimen- 
tos de Morgan. Ele cruzou femeas de Drosophila de olhos 
brancos com machos de olhos vermelhos e examinou 
muitos indivfduos da F . Embora, como esperado, quase 
todas as moscas da F fossem femeas de olhos vermelhos 
ou machos de olhos brancos, Bridges encontrou algumas 
moscas excepcionais — femeas de olhos brancos e ma¬ 
chos de olhos vermelhos. Ele cruzou essas excegoes para 
descobrir como poderiam ter surgido. Os machos excep¬ 
cionais eram todos estereis; mas as femeas excepcionais 
eram ferteis e, quando cruzadas com machos de olhos 
vermelhos normais, produziram prole abundante que 
incluia grande quantidade de femeas de olhos brancos e 
machos de olhos vermelhos. Assim, as femeas excepcio¬ 
nais da F , ainda que raras, tendiam a ter muitos filhos 
excepcionais. 

Bridges explicou esses resultados propond o que as 
moscas excepcionais da F eram resultado do compor¬ 
tamento anormal do cromossomo X durante a meiose 
nas femeas da geragao P. Normalmente, ha disjun^do, ou 
separagao, dos cromossomos X nessas femeas durante a 
meiose. As vezes, porem, essa separagao nao ocorre, com 
a produgao de um ovocito com dois cromossomos X ou 
de um ovocito sem cromossomo X. A fertilizagao desses 
ovocitos anormais por espermatozoides normais produ- 


ziria zigotos com numero anormal de cromossomos 
sexuais. A Figura 5.5 mostra as possibilidades. 

Se um ovocito com dois cromossomos X (geralmente 
denominado ovocito duplo-X; genotipo X W X W ) for ferti- 
lizado por um espermatozoide que tern Y, o zigoto sera 
XXX W Y. Como cada cromossomo X nesse zigoto tern um 
alelo w mutante, a mosca resultante tera olhos brancos. 
Se um ovocito sem um cromossomo X (geralmente de¬ 
nominado ovocito nulo-X) for fertilizado por um esper¬ 
matozoide que tern X (X + ), o zigoto sera X + 0. (Mais uma 
vez, “ O’ designa a ausencia de um cromossomo.) Como 
o unico X nesse zigoto tem um alelo ttf, o zigoto dara ori- 
gem a uma mosca de olhos vermelhos. Bridges deduziu 
que moscas XXY eram femeas e que moscas XO eram 
machos. Portanto, as femeas excepcionais de olhos bran¬ 
cos que ele observou eram X°X"Y, e os machos excep¬ 
cionais de olhos vermelhos eram X~0. Ele confirmou as 
constituigoes cromossomicas dessas moscas excepcionais 
por observagao citologica direta. Como os animais XO 
eram machos, Bridges concluiu que em Drosophila o cro¬ 
mossomo Y nao tem relagao com a determinagao do ie- 
notipo sexual. No entanto, como os machos XO sempre 
foram estereis, ele constatou que esse cromossomo tem 
de ser importante para a fungao sexual do macho. 

Bridges reconheceu que a fertilizagao de ovocitos 
anormais por espermatozoides normais poderia produzir 
dois outros tipos de zigotos: X a 'X Ii 'X + , resultado da uniao 
de um ovocito duplo-X e um espermatozoide com X, e 
YO, resultado da uniao de um ovocito duplo-X e um es¬ 
permatozoide com Y. Os zigotos X u X m X + dao origem a fe- 
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■ FIGURA 5.5 A nao disjungao do cromossomo X e responsavet peia 
prole excepcional observada no experimento de Bridges. Ovocitos 
produzidos sem disjungao, que contem dois cromossomos X ou nao 
contem cromossomo X, unem-se a espermatozoides normals, que 
contem um cromossomo X ou um cromossomo Y, e produzem qua- 
tro tipos de zigotos. Os zigotos XXY dao origem a femeas de olhos 
brancos, os zigotos XO, a machos estereis de olhos vermelhos, e os 
zigotos YO morrem.Alguns zigotos XXX dao origem a femeas de olhos 
vermelhos e doentes, mas a maioria morre. 


meas que tem olhos vermelhos, mas sao fracas e doentes. 
Essas “metafemeas” podem ser distinguidas das femeas 
XX por uma smdrome de anormalidades anatomicas, 
inclusive asas irregulares e abdomes entalhados. Gera- 
goes de geneticistas denominaram-nas impropriamente 
de “superfemeas”, termo cunhado por Bridges, embora 
elas nao tenham nada de “super”. Os zigotos YO sao to- 
talmente inviaveis, ou seja, morrem. Em Drosophila , como 
na maioria dos outros organismos que tem cromossomos 
sexuais, e necessario ao menos um cromossomo X para 
que haja viabilidade. 

A capacidade de Bridges de explicar a prole excepcio¬ 
nal originada desses cruzamentos mostrou a relevancia 
da teoria cromossomica. Todas as excegoes foram conse- 
quencia do comportamento anomalo dos cromossomos 
durante a meiose. Bridges chamou a anomalia de nao 
disjungao, por ser causada por ausencia da disjungao dos 
cromossomos durante uma das divisoes meioticas. Essa 


falha pode ser consequencia de problemas no movimen- 
to dos cromossomos, de pareamento impreciso ou in¬ 
complete ou de disfungao do centromere. A partir dos 
dados de Bridges, e impossivel especificar a causa exata. 
No entanto, Bridges notou que as femeas excepcionais 
XXY produzem uma alta frequencia de prole excepcio¬ 
nal, provavelmente porque a disjungao de seus cromosso¬ 
mos sexuais pode ocorrer de diferentes maneiras: pode 
haver disjungao dos cromossomos X ou disjungao dos 
dois X do Y. Nesse ultimo caso, ha produgao de um ovo- 
cito duplo-X ou nulo-X porque o X que nao se separa do 
Y esta livre para se mover para qualquer polo durante a 
primeira divisao meiotica. Quando fertilizados por esper¬ 
matozoides normais, esses ovocitos anormais produzem 
zigotos excepcionais. 

Bridges observou os efeitos da nao disjungao de cro¬ 
mossomos ocorrida durante a meiose nas femeas. Deve- 
mos notar, porem, que os efeitos da nao disjungao du¬ 
rante a meiose em machos tambem podem ser estudados 
com experimentos apropriados. Teste seu conhecimento 
sobre o experimento de Bridges solucionando o proble- 
ma do boxe Resolva!: Nao disjungao de cromossomos 
sexuais. 

Esses estudos iniciais com Drosophila — principalmente 
o trabalho de Morgan e seus alunos - fortale ceram mui- 
to a visao de que todos os genes estavam localizados nos 
cromossomos e que os principios de Mendel podiam ser 
explicados pelas propriedades de transmissao de cromos¬ 
somos durante a reprodugao. Essa ideia, chamada teoria 
cromossomica da hereditariedade, figura como uma das con- 
quistas mais importantes no campo da biologia. Desde 
sua formulagao no infeio do seculo 20, a teoria cromosso¬ 
mica da hereditariedade garantiu uma estrutura unifica- 
dora para todos os estudos da heranga. 

BASE CROMOSS6MICA DOS PRINCIPIOS 
DE SEGREGACAO E DISTRIBUigAO 
INDEPENDENTE DE MENDEL 

Mendel elaborou dois principios de transmissao gene- 
tica: (1) os alelos de um mesmo gene sao segregados e 
(2) os alelos de dois genes diferentes sao distribuidos de 
modo independente. A constatagao de que os genes es- 
tao localizados nos cromossomos tornou possfvel expli¬ 
car esses principios (bem como as excegoes a eles) pelo 
comportamento meiotico dos cromossomos. 

Princfpio da segregagao 

Durante a primeira divisao meiotica, ha pareamento dos 
cromossomos homologos. Um dos homologos e herda- 
do da mae e o outre, do pai. Se a mae era homozigota 
para um alelo, A, de um gene nesse cromossomo, e o pai 
era homozigoto para outro alelo, a, do mesmo gene, a 
prole tem de ser heterozigota, ou seja, Aa. Na anafase da 
primeira divisao meiotica, os cromossomos pareados se 
separam e se deslocam para polos opostos da celula. Um 
leva o alelo A e o outro, o alelo a. Essa separagao flsica 
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dos dois cromossomos segrega os alelos; por fim, eles se- 
rao distribufdos para celulas-filhas diferentes. Portanto, a 
base do princfpio da segregagao de Mendel (Figura 5.6) e 
a separagao de cromossomos homologos durante a ana- 
fase da primeira divisao meiotica. 

Princfpio da distribuigao independente 

A base do princfpio da distribuigao independente (Fig¬ 
ura 5.7) tambem e a separagao na anafase. Para com- 
preender a relaqao, e precise considerar genes em dois 
pares diferentes de cromossomos. Sup on ha que um lie- 
terozigoto Aa Bb tenha sido produzido por cruzamento 
de uma femea AA BB com um macho aa bb; suponha 
tambem que os dois genes estejam em cromossomos di- 
ferentes. Durante a profase da meiose I, ha pareamento 
dos cromossomos com alelos A e a e tambem dos cro¬ 
mossomos com alelos B e h. Na metafase, os dois pares 
ocupam suas posigoes no fuso meiotico preparando-se 
para a separagao na anafase iminente. Como ha dois 
pares de cromossomos, ha dois alinhamentos distinguf- 
veis na metafase: 

A B A. b_ 

a b ou a B 

As probabilidades desses alinhamentos sao iguais. O 
espago separa diferentes pares de cromossomos, e o tra- 
go separa os membros homologos de cada par. Durante 
a anafase, os alelos acima dos tragos vao para um polo e 
os alelos abaixo deles, para o outro. Quando ha disjun¬ 
gao, ha, portanto, uma chance de 50% de que os alelos 


Resolva! 


Nao disjungao de cromossomos sexuais 

Um pesquisador cruzou machos de olhos brancos e femeas de 
othos vermelhos de duas iinhagens geneticamente puras de Dro¬ 
sophila. A grande maioria da prole, machos e femeas, tirvha olhos 
vermelhos e era normal em outros aspectos. No entanto, obser- 
varam-se algumas moscas excepcionais: (a) varios machos de 
olhos brancos estereis, (b) varias femeas de olhos vermelhos com 
asas irregulares e abdomes entalhados e (c) uma femea de olhos 
brancos. Se o gene para cor dos olhos esta no cromossomo X (mas 
nao no cromossomo Y), em qual dos pais ocorreu a nao disjungao 
do cromossomo sexual para produzir a prole excepcional? 

► Leia a resposta doproblema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 

A e B sigam para o mesmo polo e uma chance de 50% 
de que sigam para polos opostos. Da mesma maneira, 
ha uma chance de 50% de que os alelos a e b sigam 
para o mesmo polo e uma chance de 50% de que sigam 
para polos opostos. No fim da meiose, quando o nu- 
mero de cromossomos e finalmente reduzido, metade 
dos gametas deve conter uma combinagao parental de 
alelos (A B ou a b) , e metade deve conter uma nova com¬ 
binagao (A b ou a B). Havera ao todo quatro tipos de 
gametas, cada um deles correspondente a um quarto do 
total. Essa igualdade de frequencias de gametas e resul- 
tado do comportamento independente dos dois pares 
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■ FIGURA 5 ■ Principio da segregagao de Mendel e comportamento dos cromossomos durante a meiose. A segregaqao de aLelos corresponde a 
disjungao dos cromossomos pareados na anafase da primeira divisao meiotica. 
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de cromossomos durante a primeira divisao meiotica. 
Portanto, o principio de distribuigao independente de 
Mendel e o enunciado do alinhamento aleatorio de di- 
ferentes pares de cromossomos na metafase. No Capf- 
tulo 7, veremos que nao ha distribuigao independente 
de genes no mesmo par de cromossomos. Ao contrario, 


em razao da ligagao Iisica entre eles f tendem a seguir 
juntos durante a meiose, violando o principio da distri¬ 
buigao independente. Teste seu conhecimento sobre a 
base cromossomica da distribuigao independente acom- 
panhando a solugao do Problema resolvido: Rastreando 
a heranga ligada ao X e autossomica. 
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■ FIGURA 5.7 Principio da distribuigao independente de Mendel e com portamento dos cromossomos na meiose. A distribuigao independente 
de alelos em diferentes pares de cromossomos na anafase da primeira divisao meiotica e consequencia do alinhamento aleatorio no equador 
da celula dos cromossomos herdados do pai e da mae. 
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Rastreando a heran<;a ligada ao X e autossomica 


PROBLEMA 

Em Drosophila, urn dos genes que controla o comprimento da asa 
esta localizado no cromossomo X. Um alelo mutante recessivo des- 
se gene produz asas em miniatura, dal seu sfmbolo m; o alelo sel- 
vagem desse gene, m + , determina asas longas. Um dos genes que 
controla a cor dos olhos esta localizado em um autossomo. Um 
alelo mutante recessivo desse gene produz olhos castanhos - dat 
seu simbolo bw (de brown)-, o alelo selvagem desse gene, bw*, de¬ 
termina olhos vermelhos. Femeas de olhos vermelhos e asas em 
miniatura de uma linhagem geneticamente pura foram cruzadas 
com machos de olhos castanhos e asas normais de outra linhagem 
geneticamente pura. (a) Quais devem ser os fenotipos das moscas 
da F t ? (b) Que fenotipos aparecerao na F 2 do intercruzamento des- 
sas moscas e em que proporqoes? 

FATOS E CONCEfTOS 

1. As proles mascutina e feminina de um cruzamento podem ter 
fenotipos diferentes se a caracterfstica for ligada ao X. 

2. O macho herda seu cromossomo X da mae, enquanto a femea 
herda um de seus cromossomos X do pai, 

3. Ha distribuigao independente dos genes ligados ao X e 
autossomicos. 

4. Quando ha distribuigao independente dos genes, multiplicamos 
as probabilidades associadas aos componentes do genotipo 
completo. 

ANALISE E SOLUgAO 

a. Os pais do cruzamento inicial eram femeas m/m; bw + /bw + e 
machos m*l Y; bw/bw. Na F., as femeas serao m/m*; bw/bw* 
e como os dois alelos mutantes sao recessivos, elas terao asas 
longas e olhos vermelhos. Os machos da F 1 serao mi Y; bw/ 
bw + , e como sao hemizigotos para a mutagao recessiva ligada 


ao X, terao asas em miniatura; no entanto, como tern o alelo 
autossomico dominante bw*, terao olhos vermelhos. 
b. Para obter os fenotipos da F 2 e suas proporgoes, vamos sub- 
dividir o problema em duas partes: uma parte ligada ao X e 
uma parte autossomica. Para a parte ligada ao X, o cruzamento 
das femeas m/m* da F 1 com seus irmaosm/Y produzira quatro 
classes de prole: (1) femeas m/m com asas em miniatura, (2) 
femeas m/m* com asas longas, (3) machos mi Y com asas em 
miniatura e (4) machos m + i Y com asas longas, e cada classe 
deve representar 1/4 do total. Para a parte autossomica, o 
cruzamento das femeas da F 1 bw/bw* com seus irmaos bw/ 
bw* produzira tres classes de prole: (1) moscas bw + /bw* com 
olhos vermelhos, (2) moscas bw/bw* com olhos vermelhos e (3) 
moscas bw/bw com olhos castanhos, e a proporgao fenotfpica 
sera de 3 moscas com olhos vermelhos: 1 mosca com olhos 
castanhos. Para combinar os resultados das partes ligada ao X 
e autossomica do problema, construfmos uma tabela 2 x 4 de 
frequences fenotfpicas. Os dois fenotipos autossomicos e os 
quatro fenotipos ligados ao X definem as linhas e colunas, e os 
valores apresentados nas celulas da tabela sao as frequences 
dos fenotipos combinados, calculados por multiplicagao das 
frequencies nas margens. 

Fenotipos ligados ao X 




Femea 

miniatura 

(1/4) 

Femea 

normal 

(1/4) 

Macho 

miniatura 

(1/4) 

Macho 

normal 

(1/4) 

Fenotipos 

autosso- 

Vermelho 

(3/4) 

3/16 

3/16 

3/16 

3/16 

micos 

Castanho 

(1/4) 

1/16 

1/16 

1/16 

1/16 


PONTOS ESSENCIAIS . 

* 

* 


Os genes estdo localizados nos cromossomos 

A disjungdo de cromossomos durante a meiose e responsdvel pela segregardo e pda distribuigdo 
independen te dos genes 

A ndo disjungdo durante a meiose causa numeros anormais de cromossomos nos gametas e, 
depots, nos zigotos. 


Genes ligados ao sexo em seres humanos 


Genes ligados ao X e aoY foram estudados em seres hu¬ 
manos. 

O desenvolvimento da teoria cromossomica baseou-se na 
descoberta da mutaqao do olho branco em Drosophila, A 
analise subsequence mostrou que essa mutaqao era um 
alelo recessivo de um gene ligado ao X. Embora alguns 
possam creditar esse episodio importante na historia da 
genetica a sorte extraordinaria, a descoberta da mutaqao 


do olho branco por Morgan nao foi tao admiravel. Essas 
mutaqoes eslao entre as de mais facil detecqao porque 
sao observadas imediatamente em machos hemizigotos. 

o 

Ja as mutaqoes autossomicas recessivas so sao observadas 
depois da reuniao de dois alelos mutantes em um homo- 
zigoto - um acontecimento muito mais improvavel. 

Em seres humanos tambem, os traqos recessivos liga¬ 
dos ao X sao identificados com muito mais facilidade que 
as caracteristicas autossomicas recessivas. Basta que um 
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homem herde um alelo recessivo para mostrar urn trago 
ligado ao X; entretanto, a mulher precisa herdar dois, 
um do pai e outro da mae. Assim, a maior parte das pes- 
soas com caracterfsticas ligadas ao X e do sexo masculino. 

HEMOFILIA, DISTURBIO DA COAGULACAO 
SANCUl'NEA LICADO AO X 

As pessoas com hemofilia sao incapazes de produzir um 
fator necessario para a coagulagao sangumea; feridas 
cortantes, equimoses e outros ferimentos de hemofflicos 
continuam a sangrar, e o sangramento, se nao for inter- 
rompido por transfusao de fator da coagulagao, pode 
levar a morte. O principal tipo de hemofilia em seres hu- 
manos e causado por uma mutagao recessiva ligada ao X, 
e quase todas as pessoas afetadas sao do sexo masculino. 
Esses homens herdaram a mutagao das maes heterozigo- 
tas. Caso tenham filhos, transmitem a mutagao para as fi- 
lhas, que geralmente nao tern hemofilia porque herdam 
um alelo selvagem das maes. Os homens afetados nunca 
transmitem o alelo mutante para a prole do sexo masculi¬ 


no. Outros disturbios da coagulagao sangumea sao en- 
contrados em homens e mulheres porque sao causados 
por mutagoes de genes autossomicos. 

O caso mais famoso de hemofilia ligada ao X ocorreu 
na famflia imperial russa no infcio do seculo 20 (Figura 5.8) . 
O czar Nicolau e a czarina Alexandra dveram quatro filhas 
e um filho; Alexis, o filho, era hemofflico. A mutagao liga¬ 
da ao X responsavel pela doenga de Alexis foi transmitida 
por sua mae, portadora heterozigota. A czarina Alexandra 
era neta da rainha Vitoria da Gra-Bretanha, tambem por¬ 
tadora. Os registros do heredograma mostram que Vitoria 
transmitiu o alelo mutante para tres dos nove filhos: Ali¬ 
ce, mae de Alexandra; Beatriz, que teve dois filhos com a 
doenga; e Leopoldo, que tinha a doenga. Sem duvida, o 
alelo da rainha Vitoria surgiu de uma nova mutagao nas 
suas celulas germinativas ou na de sua mae, de seu pai ou 
de um ancestral materno mais distante. 

Ao longo da historia, a hemofilia foi uma doenga fa¬ 
tal. A maioria das pessoas acometidas morreu antes dos 
20 anos de idade. Hoje, em razao da existencia de trata- 
mentos eficazes e relativamente baratos, os hemoffiicos 
tem vida longa e saudavel. 
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■ FIGURA 5.8 Hemofilia na famflia real. A. A famflia imperial russa do czar Nicolau II. B. Hemofilia ligada ao X nas famflias reais da Europa. Por influencia 
do casamento consangufneo, o alelo mutante para hemofilia foi transmitido da famflia real britanica para as famflias reais aiema, russa e espanhola. 
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DISCROMATOPSIA, UM DISTURBIO 
DA VISAO UGADO AO X 

Em seres human os, a percepgao das cores e mediada por 
protemas que absorvem a luz nos cones, celnlas especializa- 
das da retina, no olho. Identificaram-se tres dessas protei- 
nas, uma absol ve a luz azul, outra absorve a luz verde e a 
terceira, a luz vermelha. A discromatopsia pode ser causa- 
da pela anormalidade de uma dessas protemas receptoras. 
O tipo classico de discromatopsia, em que nao ha percep¬ 
gao da luz vermelha e verde, segue urn padrao de heranga 
ligado ao X. Cerca de 5 a 10% dos seres human os do sexo 
masculino tern discromatopsia no eixo vermelho-verde; 
no entanto, uma frag a o muito menor das mulheres, me- 
nos de 1%, tern essa incapacidade, sugerindo que os alelos 
mutantes sao recessivos. Estudos moleculares mostraram 
que existem dois genes distintos para percepgao das cores 
no cromossomo X; um codifica o receptor para luz ver¬ 
de, e o outro codifica o receptor para luz vermelha. As 
analises detalhadas mostraram que esses dois receptores 
tern estruturas muito semelhantes, provavelmente porque 
os genes que as codificam evolufram a par dr de um gene 
ancestral para receptores das cores. Um terceiro gene para 
percepgao da cor, que codifica o receptor para luz azul, 
esta localizado em um autossomo. 

Na Figura 5.9 a discromatopsia e usada para ilustrar os 
procedimentos de calculo do risco de herdar um distur- 
bio recessivo ligado ao X. Um portador heterozigoto, 
como III-4 na figura, lent uma chance de 1/2 de trans- 
mitir o alelo recessivo para os filhos. No entanto, o risco 
de que determinada crianga tenha discromatopsia e de 
apenas 1/4 ja que a crianga tern de ser do sexo masculi¬ 
no para apresentar a caracterfstica. A mulher identifica- 
da como IV-2 no heredogranta poderia ser portadora do 
alelo mutante para discromatopsia porque sua mae era 
portadora conhecida. Essa incerteza acerca do genotipo 
de IV-2 introduz outro fator de 1/2 no risco de ter um 
filho com discromatopsia; assim, o risco e de 1/4 X 1/2 


Resolva! 


Calcule o risco de hemofilia 

Nesse heredograma, 11-1 tern hemofilia tigada ao X. Se 111-1 e MI-2 
tiverem um filho, qua! e o risco de que a crianga tenha hemofilia? 



l 2 


Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 

= 1/8. Teste sua capacidade de fazer esse tipo de analise 
acompanhando o problema do boxe Resolva!: Calcule o 
risco de hemofilia. 

GENES NO CROMOSSOMO Y HUMANO 

O Projeto Genonta 11 uma no idendficou 397 possrveis 
genes no cromossomo Y humano, potent menos de 
100 deles parecem ser ativos. Por comparagao, identi- 
ficou mais de 1.000 genes no cromossomo X humano. 
Antes do Projeto Genonta Humano, pouco se sabia so- 
bre a constituigao genetica do cromossomo Y Apenas 
algumas caracterfsticas ligadas ao Y haviant sido detec- 
tadas, entbora a transmissao do pai para a prole ntascu- 
lina deva facilitar a identificagao dessas caracterfsticas 
na analise do heredograma convencional. Os resultados 
do Projeto Genonta Humano ofereceram uma possi'vel 
explicagao para a ausencia aparenle de caracterfsticas 
ligadas ao Y. Varios genes no cromossomo Y humano 
parecem ser necessarios a fertilidade masculina. Sent 
duvida, a mutagao de um desses genes interfere na ca¬ 
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■ FIGURA 5.9 Analise de um heredograma mostra a segregagao de discromatopsia ligada ao X. 
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pacidade reprodutiva do homem; assim, a chance de 
transmissao da mutagao para a proxima geragao e pe- 
quena ou nula. 

GENES NOS CROMOSSOMOS X E Y 

Alguns genes estao presentes tanto no cromossomo X 
quanto no Y, a maioria perto das extremidades dos bra- 


gos curtos (Figura 5.2). Os alelos desses genes nao se- 
guem um padrao de heranga ligado ao X ou Y distinto. 
Em vez disso, sao transmitidos igualmente das maes e dos 
pais para a prole masculina e feminina, simulando a he- 
ranga de um gene autossomico. Portanto, esses genes sao 
denominados genes pseudoautossomicos. No sexo masculi- 
no, as re gioes que contem esses genes parecem mediar o 
pareamento entre os cromossomos X e Y. 


PONTOS ESSENCIAIS • Disturbios como hemofilia e discmmatopsia, cans ados por muta$oes recessivas ligadas ao X, 

sao mais comuns em homens que em mulheres 

* Em seres humanos, o cromossomo Y tern menos genes que o cromossomo X 

• Em seres humanos, os genes pseudoautossomicos estao localizados tanto no cromossomo X 
quanto no cromossomo Y. 


Cromossomos sexuais e determinagao do sexo 


Em alguns organismos, os cromossomos - em especial, 
os cromossomos sexuais - determinam os fenotipos 
masculino e feminino. 

No reino animal, o sexo talvez seja o fenotipo mais visivel. 
Animais com macho e femea distintos sao sexualmente 

K. 

dimorficos. As vezes esse dimorfismo e determinado por 
fatores ambientais. Em uma especie de tartaruga, por 
exemplo, o sexo e determinado pela temperatura. Ovos 
incubados acima de 30°C dao origem a lemeas, enquanto 
os ovos incubados em temperatura mais baixa dao ori¬ 
gem a machos. Em muitas outras especies, o dimorfismo 
sexual e estabelecido por fatores geneticos, muitas vezes 
com a participagao de um par de cromossomos sexuais. 

DETERMINAGAO DO SEXO 
EM SERES HUMANOS 

A descoberta de que as mulheres sao XX e os homens, 
XY sugeriu que o sexo pode ser determinado pelo nu- 
mero de cromossomos X ou pela presenga ou ausencia 
de um cromossomo Y. Como sabemos agora, a segunda 
hipotese esta correta. Em seres humanos e outros maim- 
feros placentarios, o sexo masculino e determinado por 
um efeito dominante do cromossomo Y (Figura 5.10). A 
confirmagao desse fato vem do estudo de individuos com 
numero anormal de cromossomos sexuais. Animais XO 
desenvolvem-se como femeas, e animais XXY desenvol- 
vem-se como machos. O efeito dominante do cromosso¬ 
mo Ymanifesta-se no inicio do desenvolvimento, quando 
leva a transformagao das gonadas primordiais em testfcu- 
los. Uma vez formados, os testiculos secretam testostero- 
na, hormonio que estimula o desenvolvimento de carac¬ 
teristicas sexuais secundarias masculinas. 

Pesquisadores mostraram que o fator determinante testicu¬ 
lar (TDF) e o produto de um gene denominado SRY (regiao do 
Y determinante do sexo) , localizado bem perto da regiao pseu- 


doautossomica no brago curto do cromossomo Y. A desco¬ 
berta de SRY foi possfvel pela identificagao de individuos 
atipicos cujo sexo era incompativel com a constituigao 
cromossomica — homens XX e mulheres XY (Figura 5.11). 
Constatou-se que alguns homens XX tinham um pequeno 
fragmento do cromossomo Y inserido em um dos cromos¬ 
somos X. Sem duvida, esse fragmento tinha um gene res- 
ponsavel pelo sexo masculino. Constatou-se que algumas 
das mulheres XY tinham um cromossomo Y incompleto. A 
parte do cromossomo Y que estava ausente correspondia 
ao fragmento presente em homens XX; sua ausencia nas 
mulheres XY aparentemente impediu o desenvolvimento 
dos testiculos. Essas linhas complementares de evidencias 
mostraram que determinado segmento do cromossomo Y 
era necessario para o desenvolvimento masculino. Em se- 
guida, analises moleculares identificaram o gene SRY no 
segmento determinante do sexo masculino. Outras pes- 
quisas mostraram a presenga de um gene SRY no cromos¬ 
somo Y do camundongo, que — como o gene .ST?Yhumano 
- estimula o desenvolvimento do sexo masculino. 

Depois da formagao dos testiculos, a secregao de tes- 
tosterona inicia o desenvolvimento de caracteristicas se¬ 
xuais masculinas. A testosterona e um hormonio que se 
liga a receptores de muitos tipos de celulas. Depois dessa 
ligagao, o complexo hormonio-receptor transmite um si- 
nal para o nucleo, orientando a diferenciagao da celula. A 
diferenciagao orquestrada de muitos tipos de celulas leva 
ao desenvolvimento de caracteristicas nitidamente mas¬ 
culinas como musculatura forte, barba e voz grave. Se o 
sistema de sinalizagao de testosterona falhar, essas carac¬ 
teristicas nao aparecerao e o indivfduo se desenvolvera 
como mulher. Uma razao dessa falha e a incapacidade de 
produzir o receptor de testosterona (Figura 5.12). Indivf- 
duos XY com essa deficiencia bioqufmica desenvolvem-se 
inicialmente como homens - ha formagao dos testiculos 
e produgao de testosterona. No entanto, a testosterona 
nao tern efeito porque nao consegue transmitir o sinal 
de desenvolvimento dentro das celulas-alvo. Portanto, os 
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■ FICURA 5.10 Processo de determinagao do sexo em seres humanos. O desenvoivimento sexual mascuiino depende da produgao do fator 
determinante testicular (TDF) por um gene no cromossomo Y. Na ausencia desse fator, o embriao desenvolve caracteristicas femininas. 


individuos que nao tem receptor de testosterona desen- 
volvem caracteristicas sexuais femininas. Nao ha, porem, 
formagao de ovarios e, portanto, eles sao estereis. Essa 
sfndrome, chamada feminilizagdo testicular, e causada por 
mutagao de um gene ligado ao X, Tfm, que codifica o 
receptor de testosterona. A mutagao tfm€ transmitida das 
maes para a prole XYhemizigota (de fenotipo feminino) 
em um padrao ligado ao X tipico. 
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■ FIGURA 5.11 Evidencias que localizam o gene do fator determinan¬ 
te testicular (TDF) no brago curto do cromossomo Y em homens nor- 
mais. O TDF e o produto do gene SRY. Em homens XX, uma pequena 
regiao que contem esse gene foi inserida em um dos cromossomos X 
e, nas mulheres XY, foi retirada do cromossomo Y. 


DETERM IN AC AO DO SEXO EM DROSOPHILA 

O cromossomo Y de Drosophila, ao contrario do humano, 
nao influencia a determinagao do sexo. Em vez disso, o sexo 
da mosca e determinado pela proporgao entre o numero 
de cromossomos X e de autossomos. Bridges foi o primeiro 
a demonstrar esse mecanismo em 1921, por meio da analise 
de moscas com constituigoes cromossomicas diferentes. 

As moscas diploides normais tem um par de cromos¬ 
somos sexuais, XX ou XY, e tres pares de autossomos, ge- 
ralmente designados AA; cada A representa um conjunto 
haploide de autossomos. Em experimentos complexos, 
Bridges obteve moscas com numero anormal de cromos¬ 
somos (Tabela 5.2) . Observou que, sempre que a proporgao 
entre X e A era igual a 1,0 ou maior, a mosca era feme a, e, 
sempre que era igual a 0,5 ou menor, a mosca era macho. 
As moscas com proporgao X:A entre 0,5 e 1,0 desenvol- 
viam caracteristicas de ambos os sexos; por isso, Bridges 
denominou-as de intersexos. O cromossomo Y nao influen- 
ciava o fenotipo sexual em nenhuma dessas moscas. Ele 
era, porem, necessario a fertilidade masculina. 

DETERMINACAO DO SEXO EM 
OUTROS ANIMAIS 

Tanto em Drosophila quanto em seres humanos, os machos 
produzem dois tipos de gametas, os que contem X e os que 
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■ FIGURA 5.12 Feminilizacao testicular, disturbio causado por mutagao ligada ao X, tfm, que impede a produgao do receptor da testosterona. 
A. Homem normal. B. Homem feminilizado com a mutagao tfm. 


contem Y. Por essa razao, eles sao denominados de sexo he- 
terogametico; nessas especies, as iemeas sao o sexo homogame- 
tico. Em aves, borboletas e alguns repteis ocorre o inverso 
(Figura 5.13). Os machos sao homogameticos (geralmente 
denominados ZZ) e as feme as sao heterogameticas (ZW). 
Sabe-se pouco, porem, sobre o mecanismo de determina- 
gao do sexo no sistema de cromossomos sexuais Z-W. 

Em abelhas, o sexo e determinado pela condigao ha- 
ploide ou diploide (Figura 5.14). Os embrioes diploides, 
que se desenvolvem a partir de ovocitos fertilizados, 
tornam-se femeas; os embrioes haploides, que se desen¬ 
volvem a partir de ovocitos nao fertilizados, tornam-se 
machos. A maturagao ou nao de determinada femea na 
forma reprodutiva (rainha) depende da nutrigao na fase 
de larva. Nesse sistema, a rainha controla a proporgao 
de machos e femeas mediante controle da proporgao de 
ovocitos fertilizados postos. Como esse numero e peque- 
no, a maior parte da prole e de femeas, embora estereis, 
que se tornam trabalhadoras da colmeia. No sistema ha- 
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■ FIGURA 5.13 Determinagao do sexo em aves. A femea e heteroga- 
metica (ZW) e o macho e homogametico (ZZ). O sexo da prole e de¬ 
terminado pelo cromossomo sexual, Z ou W, transmitido pela femea. 


Tabela 5.2 

Proporgao entre cromossomos X e autossomos e o 

fenotipo correspondente em Drosophila. 

Cromossomos X (X) e conjuntos de autossomos (A) 

Proporgao X:A 

Fenotipo 

IX 2A 

B-- 

0,5 

Macho 

2X 2A 

1,0 

Femea 

3X 2A 

1,5 

Metafemea 

4X3A 

1,33 

Metafemea 

4X4A 

1,0 

Femea tetraploide 

3X 3A 

1,0 

Femea triploide 

3X 4A 

0,75 

Intersexo 

2X 3A 

0,67 

Intersexo 

2X 4A 

0,5 

Macho tetraploide 

IX 3A 

0,33 

Metamacho 
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plodiploide de determinagao do sexo, os ovocitos sao 
produzidos por meiose na rainha, e os espermatozoides 
sao produzidos por mitose no macho. Esse sistema ga- 
rante que os ovocitos fertilizados tenham o numero di¬ 
ploid e de cromossomos e que os ovocitos nao f ertilizados 
tenham o numero haploide. 

Alguns marimbondos tambem tem um metodo ha- 
plodiploide de determinagao do sexo. Nessas especies, 
as vezes sao produzidos machos diploides, mas eles sao 
sempre estereis. A analise genetica detalhada de uma 
especie, Bracon hebetor, indicou que os machos diploides 
sao homozigotos para um locus de determinagao do sexo, 
denominado X, as femeas diploides sao sempre heterozi- 
gotas para esse locus. Sem duvida, o focus sexual em Bracon 
tem muitos alelos; portanto, os cruzamentos entre ma¬ 
chos e femeas sem parentesco quase sempre produzem 
femeas diploides heterozigotas. No entanto, o cruzamen- 
to entre parentes esta associado a uma chance conside- 
ravel de que a prole seja homozigota para o locus sexual, 
dando origem a machos estereis. 


PONTOS ESSENCIAIS • O sexo no ser humane e determinado por um efeito dominants do gene SR Y no cromossomo Y; 

o produto desse gene, o fator determinants testicular (TDF), leva ao desenvolvimento de um 
embrido do sexo masculino 

• Em Drosophila, o sexo e determinado pela proporgao entre cromossomos X e conjuntos de 
autossomos (X:A); quando X:A < 0,5, a mosca desenvolve-se como macho; quando X:A 5. 1,0, 
desenvolve-se como jemea; e quando 0,5 < X:A < 1,0, desenvolve-se como intersexo 

* Em abelhas, o sexo e determinado pelo numero de conjuntos de cromossomos; embrioes haploi- 
des ddo origem a machos e embrioes diploides, ajemeas. 


Dipioide 


9 



Haploide 0* 


Ovocito nao fertilizado Ovocito nao fertiiizado 


Haploide (jf 



Dipioide 9 


■ FIGURA >.14 Determinagao do sexo em abelhas. As femeas, deriva- 
das de ovocitos fertilizados, sao diploides, e os machos, derivados de 
ovocitos nao fertilizados, sao haplofdes. 


Compensagao de dose de genes ligados ao X 


Diferentes mecanismos compensam a desigualdade 
de dose dos genes ligados ao X em animais dos sexos 
masculino e feminino. 

O desenvolvimento animal geralmente e sensfvel ao dese- 
quilfbrio do numero de genes. Normalmente, cada gene 
esta presente em duas copias. Variagoes dessa condigao, 
para mais ou para menos, podem causar fenotipos anor- 
mais e, as vezes, ate a morte. Portanto, e surpreendente 
que tantas especies tenham um sistema de determinagao 
do sexo baseado em femeas com dois cromossomos X e 
machos com apenas um. Como a diferenga numerica de 
genes ligados ao X e conciliada nessas especies? A prio¬ 
ri, tres mecanismos podem compensar essa diferenga: 
(1) cada gene ligado ao X teria atividade duplicada nos 
machos, (2) uma copia de cada gene ligado ao X seria 
inativada nas femeas ou (3) cada gene ligado ao X teria 
metade da atividade nas femeas. Amplas pesquisas mos- 
traram que os tres mecanismos sao usados, o primeiro 
em Drosophila, o segundo em mamileros e o terceiro no 
nematodeo Caenorhabditis elegans. Esses mecanismos sao 
comentados em detalhes no Capitulo 19; aqui apresen- 


tamos descrigdes curtas dos sistemas de compensagao de 
dose em Drosophila e mamfferos. 

HIPERATIVACAO DE GENES LIGADOS AO 
X EM MACHOS DE DROSOPHILA 

Em Drosophila, a compensagao de dose de genes ligados 
ao X ocorre por aumento da atividade desses genes em 
machos. Esse fenomeno, denominado hiperativagao, con- 
ta com a participagao de um complexo de diferentes 
protemas que se liga a muitos sftios no cromossomo X 
dos machos e estimula a duplicagao da atividade genica 
(Capitulo 19). Na ausencia de ligagao desse complexo 
proteico, como ocorre nas femeas, nao ha hiperativagao 
dos genes ligados ao X. Dessa maneira, a atividade total 
do gene ligado ao X em machos e femeas e quase igual. 

INATIVACAO DE GENES LIGADOS AO X 
EM FEMEAS DE MAMIFEROS 

Em mamfferos placentarios, a compensagao de dose de 
genes ligados ao X ocorre por inativagao de um dos cro- 
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mossomos X da femea. Esse me can ism o foi proposto pela 
primeira vez pela geneticista britanica Mary Lyon, que o 
deduziu a partir de estudos em camundongos. Pesquisas 
subsequentes de Lyon e de outros cientistas mostraram 
que o processo de inativagao ocorre quando o embriao 
do camundongo tem alguns milhares de celulas. Nessa 
ocasiao, cada celula toma uma decisao independente de 
silenciar um de seus cromossomos X. O cromossomo a ser 
inativado e escolhido ao acaso; uma vez escolhido, porem, 
permanece inativo em todas as celulas descend entes dessa 
celula. Assim, as femeas de mamiferos sao mosaicos geneticos 
contendo dois tipos de linhagens celulares; em cerca de 
meta.de dessas celulas e inativado o cromossomo X herda- 
do da mae, e na outra metade e inativado o X herdado do 
pai. Portanto, uma femea heterozigota para um gene liga- 
do ao X pode ter dois fenotipos. Um dos melhores exem- 
plos desse mosaicismo fenotipico provem do estudo da cor 
da pelagem em gatos e camundongos (Figura 5.15). Nessas 
duas especies, o cromossomo X tem um gene para pig- 
mentagao da pelagem. As femeas heterozigotas para dife- 
rentes alelos desse gene tem areas claras e escuras na pela¬ 
gem. As areas claras expressam um alelo e as areas escuras, 
o outro. Em gatos, nos quais um alelo produz pigmento 
preto e o outro, pigmento laranja, esse fenotipo malhado 
e chamado de tartaruga. Cada area colorida da pelagem 
define um clone de celulas produtoras de pigmento, ou 
melanocitos, derivadas por mitose de uma celula precurso- 
ra existente por ocasiao da inativagao do cromossomo X. 

Um cromossomo X inativado nao se parece com outros 
cromossomos nem atua como eles. Analises qufmicas mos- 
tram que seu DNA e modificado pelo acrescimo de muitos 
grupos media. Alem disso, condensa-se em uma estrutura 
de coloragao escura, denominada corpusculo de Barr (Figu¬ 
ra 5.16) em homenagem ao geneticista canadense Murray 
Barr, que a observou pela primeira vez. Essa estrutura esta 
fixada a superficie interna da membrana nuclear, onde se 



■ fICURA 5.16 Corpusculo de Barrem celula feminine humana. 


replica fora de sincronia com os outros cromossomos na 
celula. O cromossomo X inativado continua em seu esta- 
do alterado em todos os tecidos somaticos. No entanto, e 
reativado nos tecidos germinativos, talvez porque sejam ne- 
cessarias duas copias de alguns genes ligados ao X para a 
conclusao bem-sucedida da ovocitogenese. O mecanismo 
molecular da inativagao de X e apresentado no Capitulo 19. 

Estudos citologicos identificaram seres humanos com 
mais de dois cromossomos X (Capitulo 6). Na maioria 
das vezes, essas pessoas tem fenotipo feminino normal, 
aparentemente porque todos os cromossomos X, exce- 
to um, sao inativados. Em geral, todos os cromossomos 
X inativados condensam-se em um unico corpusculo de 
Barr. Essas observagoes sugerem que as celulas podem ter 
quantidade limitada de algum fator necessario para evi- 
tar a inativagao do cromossomo X. Depois que esse fator 
e usado para manter um cromossomo X ativo, todos os 
outros sucumbem docilmente ao processo de inativagao. 
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■ FICURA 5.1 s Mosaico colorido resultante da inativagao do cromossomo X em femeas de mamfferos. Um cromossomo X no zigoto tem o ale¬ 
lo para pelagem escura, e o outro cromossomo X tem o alelo para pelagem clara. Em cada celula do embriao inicial, um dos dois cromossomos 
X e inativado aleatoriamente. Qualquer que seja o cromossomo X escolhido, ele permanece inativo em todas as celulas descendentes dessa. 
Assim, o embriao em desenvolvimento passa a ser constitufdo de clones de celulas que expressam apenas um dos alelos para cor da pelagem. 
Esse mosaicismo genetico produz as areas de pelagem clara e escura caracterfsticas dos gatos tartaruga. 
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PONTOS ESSENCIAIS • Em Drosophila, a compensa^ao de dose de genes ligados ao X e obtida par hiperativagao do 

unico cromossomo X nos machos 

• Em mamiferns, a compensagdo de dose de genes ligados ao X e obtida por inativagao de um dos 
dois cromossornos X nas femeas 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Um macho de Drosophila mutante com olhos cor 
de ameixa foi cruzado com uma femea de tipo sel- 
vagem com olhos vermclhos. Toda a prole da F , 
de ambos os sexos, apresentou olhos vermelhos. O 
intercruzamento dessa prole produziu tres classes 
diferentes de moscas da F * femeas de olhos verme¬ 
lhos, machos de olho vermelhos e machos de olhos 
cor de ameixa. A frequencia de machos e femeas 
na F y foi igual, e, elitre os machos, a frequencia das 
dtias classes de cor dos olhos foi igual. Esses resulta- 
dos sugerem que a mutagao prune (ameixa) esta no 
cromossomo X? 

Resposta: Os resultados desses cruzamentos sao compa- 
tfveis com a hipotese de que a mutacao prune esta 
no cromossomo X. De acordo com essa hipotese, 
o macho do primeiro cruzamento era obrigatoria- 
mente hemizigoto para a mutagao prune e a femea 
era homozigota para o alelo selvagem do gene 
prune. Na F , as femeas eram obrigatoriamente 
heterozigotas para a mutagao e o alelo selvagem, 
e os machos eram hemizigotos para o alelo sel¬ 
vagem. O intercruzamento das moscas da F pro¬ 
duziu femeas que herdaram o alelo selvagem dos 
pais - portanto, essas moscas tinliam obrigatoria- 
mente olhos vermelhos - e machos que herdaram 
ou o alelo mutante ou o alelo selvagem das maes, 
com iguais probabilidades. Assiin, de acordo com 
a hipotese, 11 a F to das as femeas e me lade dos 
machos devem ter olhos vermelhos e metade dos 
machos deve ter olhos ameixa, o que foi, de fato, 
observado. 

2. O heredograma adiante mostra a heranga de he- 
mofilia em uma faimlia humana. (a) Qual e a pro- 
babilidade de que II-2 seja porladora do alelo para 
hemofilia? (b) Qual e a probabilidade de que III-l 
ten ha hemofilia? 



7 


1 


Resposta: (a) II-2 tern um irmao afelado, o que indica 
que a mae era porladora. Portanto, a chance de 
que tambem seja porladora e a probabilidade de 
que a mae tenha transmitido a ela o alelo mutante, 
que e de 1/2. (b) A chance de que III-l tenha a 
doenga depende de tres eventos: (1) que II- 2 seja 
porladora, (2) que II-2 transmita o alelo mutante, 
caso seja porladora e (3) que II-3 transmita um 
cromossomo Y. A probabilidade de cada um des¬ 
ses eventos e de 1/2. Portanto, a probabilidade de 
que III-l tenha a doenga e de (1/2) X (1/2) X 
(1/2) = 1/8. 

3. Qual e a diferenga dos mecanismos cromossomicos 
de determinagao do sexo em seres humanos e Dro¬ 
sophila ? 

Resposta: No ser humano, o sexo e determinado por 
um efeito dominante do cromossomo Y. Na au- 
sencia de um cromossomo Y, ha desenvolvimento 
de um indivfduo do sexo feminino; 11 a sua pre- 
senga, de um indivfduo do sexo masculino. Em 
Drosophila , o sexo e determinado pela proporgao 
entre cromossornos X e autossomos. Quando a 
proporgao X:A e igual a um ou maior, lia desen¬ 
volvimento de uma femea; quando a proporgao 
X:A e igual a 0,5 ou menor, ha desenvolvimento 
de um macho; entre esses limites, ha desenvolvi¬ 
mento do intersexo. 

4. Qual e a diferenga entre os mecanismos de com- 
pensagao de diferentes doses do cromossomo X em 
seres humanos e em Drosophila ? 

Resposta: Em seres humanos, um dos dois cromos- 
somos X na mulher XX e inativado nas celulas 
somadcas no infcio do desenvolvimento. Em Dro¬ 
sophila, o unico cromossomo X do macho e hipe- 
rativado de maneira que a atividade de seus genes 
seja igual a dose dupla de genes ligados ao X em 
uma femea XX. 


Ill 
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Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 



A sindrome de Lesch-Nvhan e um disturbio me- 
tabolico grave que afeta cerca de um em cada 
50.000 homens 11 a populagao dos EUA. Molecu- 
Ias da classe das purinas, precursores bioquimicos 
do DNA, acumulam-se nos tecidos nervosos e nas 
articulagdes de pessoas com sindrome de Lesch- 
Nyhan. Essa anormalidade bioquimica e causada 
por deficiencia da enzima hipoxantina fosforri- 
bosiltransferase (IIPRT), codificada por um gene 
localizado no cromossomo X. Os individuos com 
deficiencia dessa enzima nao conseguem controlar 
os movimentos e apresentam comportamento auto- 
destrutivo involuntario, como morder e arranhar a 
si proprios. Os homens IV-5 e IV-6 no heredograma 
a seguir tern a sindrome de Lesch-Nyhan. Quais sao 
os riscos de que V-l e V-2 herdem esse disturbio? 


I 

II 

III 

IV 

V 



Resposta: Sabemos que III-3 e portadora heterozigota do 
alelo mutante (h) porque teve dois filhos homens 
afetados. No entanto, como ela propria nao tern o 
fenotipo mutante, sabemos que seu outro cromos¬ 
somo X tern de ter o alelo selvagem (II). Como III-3 
tern genotipo Hh, ha uma chance de 50% de que le- 
nha transmitido o alelo mutante para a filha (IV-2). 
Se isso tiver acontecido, ha uma chance de 50% de 
que IV-2 transmita esse alelo para o filho (V-l), e 
ha uma chance de 50% de que essa crianga seja do 
sexo masculino. Assim, o risco de que V-l tenha a 
sindrome de Lesch-Nyhan e de (1/2) X (1/2) X 
(1/2) = 1/8. Para V-2, o risco de herdar a sindro¬ 
me de Lesch-Nyhan e praticamente igual a zero. O 
pai dessa crianga (IV-3) nao tern o alelo mutante, e 
ainda que tivesse, nao o transmitiria para um filho 
do sexo masculino. A mae da crianga nao e da mes- 
ma familia e e muito improvavel que seja portadora 
porque a caracteristica e rara na populagao em ge- 
ral. Assim, e praticamente nula a chance de que V-2 
tenha a sindrome de Lesch-Nyhan. 

V 

2. Um geneticista cruzou femeas de Drosophila de 
olhos brancos e corpos ebano com machos de lipo 
selvagem, que tinham olhos vermelhos e corpos 
cinza. Na F , todas as filhas tinham olhos verme¬ 
lhos e corpos cinza, e todos os filhos tinham olhos 
brancos e corpos cinza. O intercruzamento dessas 
moscas produziu a F,„ classificada em relagao a cor 


dos olhos e do corpo e, depois, contada. Entre as 
384 moscas da prole, o geneticista obteve os seguin- 
tes resultados: 


Fenotipos 


Cor dos olhos 

Cor do corpo 

Machos 

Femeas 

brancos 

ebano 

20 

21 

brancos 

cinza 

70 

73 

vermelhos 

ebano 

28 

25 

vermelhos 

cinza 

76 

71 


Como voce explicaria a heranga da cor dos olhos e 
do corpo? 

Resposta: Os resultados na F mostram que os dois feno¬ 
tipos mutantes sao causados por alelos recessivos. 
Alem disso, como machos e femeas tern diferentes 
fenotipos de cor dos olhos, sabemos que o gene 
que determina a cor dos olhos esta ligado ao X e 
que o gene que determina a cor do corpo e autos- 
somico. Na F„, ha distribuigao independente dos 
dois genes, como esperariamos no caso de genes lo- 
calizados em cromossomos diferentes. Na tabela a 
seguir, mostramos os genotipos das diferentes clas¬ 
ses de moscas nesse experimento, usando w para a 
mutagao branca e e para a mutagao ebano; os alelos 
selvagens sao indicados por sinais de inais. Depois 
da convengao de geneticistas estudiosos de Droso¬ 
phila, escrevemos os cromossomos sexuais (X e Y) 
a esquerda e os autossomos a direita. Um ponto de 
interrogagao em um genotipo indica que poderia 
haver alelos selvagens ou mutantes. 


Fenotipos _ _ Genotipos 


Cor dos olhos 

Cor do corpo 

Machos 

Femeas 

brancos 

ebano 

w/ Y c/ c 

it)/ w ej c 

brancos 

cinza 

w/Y +/? 

w/w +/? 

vermelhos 

ebano 

+/Y e/e 

+/iv e/e 

vermelhos 

cinza 

+/Y+/? 

+/iv +/? 


3. Em 1906, os biologos britanicos L. Doncaster e G. 
II. Raynor relataram os resultados de experimentos 
de cruzamento com a tnariposa Abraxas. Essa mari- 
posa existe em duas formas coloridas na Gra-Bre- 
tanha. Uma delas, denominada grossulariala, lent 
grandes manchas pretas nas asas; a outra, denomi¬ 
nada lacticolor, tem pontos pretos muito menores. 
Doncaster e Raynor cruzaram femeas lacticolor com 
machos grossulariala e constataram que toda a prole 
da F era grossulariala. Em seguida, cruzaram as ma- 
riposas da F e obtiveram uma F,„ composta de dois 
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tipos de femeas (grossulariala e laclicolor) e um lipo 
de macho (grossulariala). Doncaster e Raynor tam¬ 
bem fizeram cruzamentos-teste com mariposas da 
F . As femeas grossulariala da F cruzadas com ma¬ 
chos laclicolor produziram femeas laclicolor e machos 
grossulariala - os primeiros machos grossulariala vis- 
tos; e os machos grossulariala da F cruzados com 
femeas laclicolor produziram quatro tipos de prole: 
machos grossulariala, femeas grossulariala, machos 
laclicolor e femeas laclicolor. Proponha uma explica- 
gao para os resultados desses experimentos. 


R pen 

■ W 


jl 


osta: A heranga dos fenotipos grossulariala e laclico¬ 
lor esta obviamente ligada ao sexo. Em mariposas, 
porem, as femeas sao heterogameticas (ZW) e os 
machos sao homogameticos (ZZ). Assim, podemos 
supor que as femeas laclicolor sao hemizigotas para 
um alelo recessivo {/) no cromossomo Z e que os 
machos grossulariala sao homozigotos para um ale¬ 
lo dominante (L) nesse cromossomo. Quando os 
dois tipos de mariposas sao cruzados, produzem 
femeas grossulariala hemizigotas para o alelo domi¬ 
nante (L) e machos grossulariala heterozigotos para 
os dois alelos (IJ). O intercruzamento entre essas 
mariposas da F produz femeas grossulariala ( L) e 


laclicolor (l), cada uma delas hemizigota para um 
diferente alelo, e machos grossulariala homozigotos 
LL on heterozigotos LI. A hipotese de que o padrao 
de manchas em Abraxas e controlado por um gene 
no cromossomo Z tambem explica os resultados 
dos cruzamentos-teste com os animais grossulariala 
da F r As femeas grossulariala da F L , que sao hemizi¬ 
gotas para o alelo dominante L, quando cruzadas 
com machos laclicolor homozigotos ll produzem fe¬ 
meas laclicolor hemizigotas l e machos grossulariala 
heterozigotos Ll. Os machos grossulariala da F p que 
sao heterozigotos Ll, quando cruzados com femeas 
laclicolor hemizigotas l produzem machos grossula¬ 
riala heterozigotos Ll, femeas grossulariala hemizi¬ 
gotas L, machos laclicolor homozigotos ll e femeas 
laclicolor hemizigotas l Infelizmente, na epoca em 
que Doncaster e Raynor apresentaram seu traba- 
lho, a constitute a o de cromossomos sexuais de Abra¬ 
xas era desconhecida. Por conseguinte, eles nao fi- 
zeram a vinculagao conceitual entre a heranga de 
manchas nas asas e a transmissao dos cromossomos 
sexuais. Se o tivessem feito, hoje a demonstragao 
por T. H Morgan da ligagao sexual em Drosophila 
poderia parecer uma ideia tardia. 







adicional 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


5.1 Quais sao as diferengas geneticas entre os esperma- 
lozoides determinantes dos sexos masculines e femi- 
nino em animais com machos heterogameticos? 

o 

5.2 Um macho com cerdas chamuscadas aparece em 
uma criagao ele Drosophila. Como voce determinaria 
se esse fen 6 tipo incomum se deve a uma mutagao 
ligada ao X? 

5.3 Em gafanhotos, a cor ressada des corpo e causada 
por uma mutagao recessiva; a cor do corpo no tipes 
selva gem e verde. Se o gene para cor do corpo es- 
tiver no cromossomo X, que tipo de prole seria 
csbtida no cruzamento ele uma femea homozigota 
ele corpo ressades e um macho hemizigoto ele tipo 
selvagem? (Em gafanhotos, as femeas sao XX e ess 
machos, XO.) 

5.4 Ncs mosquito Anopheles culicifacies, o corpo doura- 
do (golden [go]) e causado por mutagao recessiva 
ligada ao X, e os olhos castanhos (brown [bw \) 
sao causados por mutagao autossomica recessi¬ 
va. Uma femea homozigota XX com corpo dou- 
rado e cruzada com um macho homozigoto XY 
de olhos castanhos. Qual deve ser es fenotipo da 
prole F ? Se houver intercruzamento da prole F , 
c]tie tipess de prole apareceraes na F lV Em que pro- 
porgoes? 


5.5 Quais sao ess fenotipos sexuais dess genotipos a se- 
guir em Drosophila: XX, XY, XXY XXX, XO? 

5.6 Em seres humanos, uma mutagao recessiva liga- 
ela ao X, g, causa deficiencia da \isao da cesr verde 
(deuteranomalia); o alelo selvagem, G, causa visaes 
normal das cesres. Um homem (a) e uma mulher 
(b), ambos com visao normal, tern ti es filhos, toeless 
casados com pessoas de visao normal: um filho com 
discromatopsia (c), que tern uma filha com visao 
normal (f); uma filha com visao normal (d), que 
tent um filho com discromatopsia (g) e dois filhos 
normals (h); e uma filha com visao normal (e), que 
tern seis filhos normals (i). Determine os genotipos 
mais provaveis dos indivfduos (a a i) elessa famflia. 

5.7 Se um pai e o filho homem tem discromatopsia, e 
provavel que es filho tenha herdado a caracterfstica 
elo pai? 

5.8 Uma mulher normal, cujo pai tinha hemofilia, ca- 
sa-se com um homem normal. Qual e a chance de 
que o prime ires filho tenha hemofilia? 

5.9 Um homem com discromatopsia ligada ao X ca- 
sa-se com uma mulher sem historia de discroma¬ 
topsia na famflia. A filha do casal casa-se com um 
homem normal, e sua filha tambem se casa com 
um homem normal. Qual e a chance de que esse 
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ultimo casal tenha um filho com discromatopsia? 
Se esse casal ja teve um filho com discromatopsia, 
qual e a chance de que o proximo filho tenha dis¬ 
cromatopsia? 

5.10 Um homem que tem discromatopsia e sangue 
tipo O tem filhos com uma mulher que tem visao 
normal das cores e sangue tipo AB, O pai dessa 
mulher tinha discromatopsia. A discromatopsia e 
determinada por um gene ligado ao X, e o tipo 
sangumeo e determinado por um gene autosso- 
mico. 

(a) Quais sao os genotipos do homem e da mulher? 

(b) Que proporgao dos filhos tera discromatopsia e san¬ 
gue tipo B? 

(c) Que proporgao dos filhos tera discromatopsia e san¬ 
gue tipo A? 

(d) Que proporgao dos filhos tera discromatopsia e san¬ 
gue tipo AB? 

5.11 Uma femea de Drosophila homozigota para uma 
mutagao recessiva ligada ao X causadora de olhos 
vermelhao e cruzada com um macho tipo selvagem 
de olhos vermelhos. Na prole, todos os machos tem 
olhos vermelhao, e quase todas as femeas tem olhos 
vermelhos. No entanto, algumas femeas tem olhos 
vermelhao, explique a sua origem. 

5.12 Em Drosophila, a cor vermelhao dos olhos e determi¬ 
nada pelo alelo recessivo ( v ) localizado no cromos- 
somo X. As asas curvas sao determinadas por um 
alelo recessivo ( cu ) localizado em um autossomo, e 
o corpo ebano e determinado por um alelo recessi¬ 
vo ( e ) localizado em outro autossomo. Um macho 
de olhos vermelhao e cruzado com uma femea de 
corpo ebano e asas curvas, e os machos da F tem 
fenotipo selvagem. No retrocruzamento desses ma¬ 
chos com femeas de corpo ebano e asas curvas, que 
proporgao da prole F sera de machos de tipo selva¬ 
gem? 

5.13 Uma femea de Drosophila heterozigota para a muta¬ 
gao w (olhos brancos) recessiva ligada ao X e seu alelo 
selvagem w + e cruzada com um macho de tipo sel¬ 
vagem de olhos vermelhos. Entre os filhos, metade 
tem olhos brancos e metade, olhos vermelhos. En¬ 
tre as filhas, quase todas tinham olhos vermelhos; 
algumas, porem, tinham olhos brancos. Explique a 
origem dessas filhas de olhos brancos. 

5.14 Em Drosophila, uma mutagao recessiva chamada 
chocolate (c) causa pigmentagao escura dos olhos. 
O fenotipo mutante e indistingufvel do fenotipo 
de uma mutagao autossomica recessiva denomi- 
nada brown (castanho [bw\). O cruzamento de 
femeas de olhos chocolate com machos de olhos 
castanhos homozigotos produziu femeas da F de 
tipo selvagem e machos da F x com pigmentagao 
escura. Que tipos de prole sao esperados do in- 
tercruzamento das moscas da FI? Em que propor- 
goes? (Suponha que a combinagao mutante du- 


pla tenha o mesmo fenotipo que os dois mutantes 
isolados.) 

5.15 Suponha que tenha havido uma mutagao no gene 
SRY no cromossomo Y humano, inibindo a capaci- 
dade de produzir o fator determinante testicular. 
Qual deve ser o fenotipo de um indivfduo que tinha 
essa mutagao e um cromossomo X normal? 

5.16 Uma mulher tem a mutagao de feminilizagao tes¬ 
ticular ( tfm ) em um dos cromossomos X; o outro 
X tem o alelo selvagem ( Tfm ). Se a mulher casar 
com um homem normal, que fragao dos filhos 
tera fenotipo feminino? Desses, que fragao sera 
fertil? 

5.17 Um ser humano com dois cromossomos X e um 
cromossomo Y seria homem ou mulher? 

5.18 Em Drosophila, o gene para cerda bobbed (curtas) 
(alelo recessivo bb, cerdas bobbed; alelo selvagem +, 
cerdas normais) esta no cromossomo X e em um 
segmento homologo do cromossomo Y Determine 
os genotipos e os feno tipos da prole destes cruza- 
mentos: 

(a) X“X“ X X^Y"; 

(b) X" X 66 X X + Y + ; 

(c) X + X**XX + Y“; 

(d) X + X bb X X ib Y\ 

5.19 Determine o sexo de Drosophila com as seguintes 
composigoes cromossomicas (A - conjunto haploi- 

de de autossomos): 

(a) 4X4A 

(b) 3X4A 

(c) 2X3A 

(d) IX 3A 

(e) 2X2A 

(f) IX 2A 

5.20 Em galinhas, a ausencia de plumagem barrada e 
causada por alelo recessivo. Um galo barrado (ca- 
rijo) foi cruzado com uma galinha nao barrada, 
e toda a prole foi do tipo barrada. Os animais da 
F foram intercruzados e na prole F todos os ma¬ 
chos apresentaram plumagem barrada; metade das 
femeas apresentou plumagem barrada e a outra 
metade, nao barrada. Esses resultados sao com- 
patrveis com a hipotese de que o gene para penas 
barradas esta localizado em um dos cromossomos 
sexuais? 

5.21 Uma macho de Drosophila com uma mutagao reces¬ 
siva ligada ao X para corpo amarelo e cruzado com 
uma femea de tipo selvagem homozigota de corpo 
cinza. Todas as filhas desse acasalamento tem corpo 
cinza. Por que elas nao tem um mosaico amarelo e 
cinza no corpo? 

5.22 Qual e o numero maximo de corpusculos de Barr 
nos nude os de celulas human as com as seguintes 
composigoes cromossomicas: 

(a) XY 
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(b) XX 

(c) XXY 

(d) XXX 

(e) XXXX 
{£) XVY 

5.23 Machos de determinada especie de veado tern dois 
cromossomos X nao homologos, designados X e 
X , e um cromossomo Y. Cada cromossomo X tem 
aproximadamente metade do tamanho do cromos¬ 
somo Y, e seu centromere esta localizado per to de 
uma das extremidades; o centromere do cromos¬ 
somo Y esta no meio. As femeas dessa especie tem 
duas copias de cada cromossomo X e nao tem um 
cromossomo Y. Como deve ser o pareamento e a 
disjungao dos cromossomos X e Y durante a esper- 
matogenese para produzir numeros iguais de es- 
permatozoides determinantes dos sexos masculino 
e feminino? 

5.24 Um melhorista de jandaias-amarelas (um tipo de 
passaro) obteve duas linhagens geneticamente 
puras, A e B, que tem olhos vermelhos em vez do 
castanho normalmente observado em populagoes 
naturais. No cruzamento 1, um macho da linhagem 
A foi cruzado com uma femea da linhagem B, e 
toda a prole, machos e femeas, apresentou olhos 
castanhos. No cruzamento 2, uma femea da linha¬ 
gem A foi cruzada com um macho da linhagem B; 
os machos da prole tinham olhos castanhos e as fe¬ 
meas, olhos vermelhos. No cruzamento de irmaos 
da F de cada cruzamento, o melhorista obteve os 
seguintes resultados: 


Fenotipo 

Proporgao 
na F 2 do 
cruzamento 1 

Proporgao na 
F 2 do 

cruzamento 2 

Macho de olhos 
castanhos 

6/16 

3/16 

Macho de olhos 
vermelhos 

2/16 

5/16 

Femea de olhos 
castanhos 

3/16 

3/16 

Femea de olhos 
vermelhos 

5/16 

5/16 


Apresente uma explicagao genetica para esses re¬ 
sultados. 

5.25 Em 1908, F. M. Durham e D. C. E. Marryat relataram 
os resultados de experimentos de melhoramento ge- 
netico de canarios. Os canarios canela tem olhos rosa 
quando eclodem, ao passo que os canarios verdes tem 
olhos pretos. Durham e Marryat cruzaram femeas ca¬ 
nela com machos verdes e observaram que toda a pro¬ 
le F tinha olhos pretos, exatamente como os da linha¬ 
gem verde. Quando os machos da F foram cruzados 
com femeas verdes, todos os machos da prole tinham 
olhos pretos, enquanto todas as femeas da prole ti¬ 
nham olhos pretos ou rosa, em proporgoes aproxima¬ 
damente iguais. Quando os machos da F foram cru¬ 
zados com femeas canela, obtiveram-se quatro classes 
de prole: femeas com olhos pretos, femeas com olhos 
rosa, machos com olhos pretos e machos com olhos 
rosa, todos em proporgoes aproximadamente iguais. 
Proponha uma explicagao para esses achados. 
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Tanto seres hum an os quanto camundongos tem cromos¬ 
somos sexuais X e Y. Nas duas especies o Y e menor que o 
X e tem menos genes. 

1. Quais sao os tamanhos dos cromossomos X e Y 
humanos em pares de nucleotidios? Quantos genes 
contem cada um desses cromossomos? 

2. Qual e a relagao entre o tamanho dos cromossomos 
sexuais do camundongo e do ser humano? 

3. O gene SRY responsavel pela determinagao do sexo 
em seres humanos esta localizado no brago curto do 


cromossomo Y, perto da regiao pseudoautossomica, 
mas nao nela. Encontre seu homologo, Sry, no 
cromossomo Y do camundongo. 

Dica: No site, clique em Genomes and Maps, depois em 
Quick Links para ter acesso ao recurso Map Viewer. Clique 
nas especies cujo genoma quer ver, e entao clique em um 
dos cromossomos sexuais. Use a busca para encontrar o 
gene Sry no cromossomo Y do camundongo. 
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Cromossomos, agriculture 
e civilizagao 

O cultivo de trigo surgiu ha cerca de 10.000 anos no Oriente Me¬ 
dio. Hoje, o trigo e o principal produto agricota para mais de um 
bilhao de pessoas. E cultivado em diversos ambientes, desde a No- 
ruega ate a Argentina. Desenvolveram-se mais de 17.000 varieda- 
des, cada uma delas adaptada a uma regiao diferente.A produgao 
mondial de trigo e de 60 milhoes de toneladas anuais, o que repre- 
senta mais de 20% das calorias consumidas por toda a populagao 
humana. Sem duvida, o trigo e um produto agricola importante e, 
segundo alguns, um sustentaculo da civilizagao. 

O trigo cultivado atualmente, Triticum aestivum, e um hibrido 
de no minimo tres especies diferentes. Originou-se de gramineas 
de baixo rendimento que cresciam na Siria, no Ira, no Iraque e na 
Turquia, Aparentemente, algumas dessas gramineas eram cultiva- 
das por povos antigos dessa regiao. Embora nao conheqamos o 
curso exato dos acontecimentos, parece ter havido um intercru- 
zamento de duas dessas gramineas, produzindo uma especie que 
se destacou como planta de cultura. Gragas ao cultivo humano, 
essa especie hibrida passou por melhoramento seletivo e tambem 
foi intercruzada com uma terceira especie, produzindo um hibrido 
triplo, ainda mais adequado para a agricultura. O trigo moderno e 
descendente dessas plantas hibridas triplas. 


O que tornou os trigos triplos-hibridos tao superiores a seus 
ancestrais? Eles tinham graos maiores, cresciam em condigoes 
mais variadas e a colheita era mais facil. Agora compreendemos a 
base cromossomica desses aperfeigoamentos. O trigo triplo-hfbri- 
do contem os cromossomos de cada progenitor. Geneticamente, e 
uma fusao dos genomas de tres especies diferentes. 



Campo de trigo. 
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Tecnicas citologicas 

Os geneticistas usam corantes para Identificar cromosso¬ 
mos especificos e analisar suas esfruturas. 

Os geneticistas estudam o rnimero e a estrutura dos cro- 
mossomos por coloragao das celulas em divisao com de- 
terminados corantes, seguida por exame microscopico. A 
analise de cromossomos corados e a principal atividade 
da especialidade chamada citogenetica. 

A citogenetica originou-se da pesquisa de varios bio¬ 
logos europeus do seculo 20 que descobriram os cro¬ 
mossomos e observaram seu comportamento durante a 
mitose, a meiose e a fertilizagao. Essa pesquisa prosperou 
durante o seculo 20, com o surgimento de microscopios 
aperfeigoados e de melhores procedimentos de preparo 
e coloragao dos cromossomos. A demonstragao de que 
os genes estao localizados nos cromossomos fomentou 
o interesse nessa pesquisa e levou a importantes estudos 
sobre o numero e a estrutura dos cromossomos. Hoje, ha 
aplicagao de importantes conhecimentos citogeneticos, 
principalmente na medicina, em que sao usados para 
identificar a associagao entre doengas e anormalidades 
cromossomicas. 

ANALISE DE CROMOSSOMOS 
MITOTICOS 

Os pesquisadores empregam celulas em divisao, geral- 
mente no meio da mitose, na maioria das analises cito¬ 
logicas. Para aumentar o numero de celulas nesse esta- 
gio, costumavam usar material em crescimento, como 
embrioes de animais e extremidades das raizes dos vege- 
tais. O desenvolvimento de tecnicas de cultura celular, 
porem, tornou possivel estudar cromossomos em outros 
tipos de celulas (Figura6.1). Por exemplo, leucocitos hu- 
manos podem ser coletados do sangue periferico, sepa- 
rados das hemacias — que nao se dividem — e cultivados. 
Em seguida, estimula-se a divisao dos leucocitos por 
tratamento quimico e, no meio da divisao, prepara-se 
uma amostra das celulas para analise citologica. O pro- 
cedimento habitual e tratar as celulas em divisao com 


uma substancia quimica que desative o fuso mitotico. 
Essa interferencia captura os cromossomos em mitose, 
quando e mais facil observa-los. As celulas cuja mitose 
foi interrompida sao imersas em solugao hipotonica, o 
que faz com que absorvam agua por osmose e aumen- 
tem de volume. O conteudo de cada celula e dilufdo 
pela agua que entra, de maneira que os cromossomos 
se dispersam livremente quando elas sao comprimidas 
sobre uma lamina de microscopio. Essa tecnica facili- 
ta muito a analise subsequente, sobretudo se houver 
grande numero de cromossomos. Durante muitos anos 
acreditou-se erroneamente que as celulas humanas con- 
tinham 48 cromossomos. O numero correto, 46, so foi 
determinado depois do uso da tecnica de aumento do 
volume celular para separar os cromossomos dentro de 
cada celula mitotica. 

Ate o fim da decada de 1960 e inicio da decada de 
1970, as dispersoes cromossomicas geralmente eram co- 
radas com reagente de Feulgen, corante roxo que reage 
com as moleculas de agucar no DNA, ou com acetocar- 
mim, um corante vermelho-escuro. Como esses tipos 
de corantes tingem uniformemente os cromossomos, e 
impossivel para o pesquisador distinguir um cromosso- 
mo do outro, a menos que os cromossomos sejam muito 
diferentes em tamanho ou nas posigoes de seus centro- 
meros. Atualmente os citogeneticistas usam corantes 
que fazem o tingimento diferencial dos cromossomos 
ao longo de seus comprimentos. A quinacrina, substan¬ 
cia quimica semelhante ao antimalarico quinina, foi um 
dos primeiros reagentes com maior capacidade de dis- 
criminagao. Os cromossomos corados com quinacrina 
tern um padrao caracteristico de faixas brilhantes sobre 
fundo escuro. No entanto, como a quinacrina e uma 
substancia fluorescente, as faixas so aparecem quando 
os cromossomos sao expostos a luz ultravioleta (UV). A 
irradiagao ultravioleta faz com que algumas das mole¬ 
culas de quinacrina inseridas no cromossomo emitam 
energia. Partes do cromossomo emitem brilho intenso, 
enquanto outras continuam escuras. Esse padrao de 
faixas brilhantes e escuras e altamente reproduzivel e 
tambem e especifico de cada cromossomo (Figura 6.2). 
Desse modo, com o bandeamento com quinacrina, os 
citogeneticistas sao capazes de identificar cromosso¬ 
mos especificos em uma celula e tambem de identificar 
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FIGURA 6.1 Preparo de celulas para analise citologica. 
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■ FIGURA 6.2 Cromossomos metafasicos da planta Allium carinatum, 
corados com quinacrina. 


anormalidades na estrutura de um cromossomo, por 
exemplo, a ausencia de algumas bandas. 

Tambem foram desen volvidas excelentes tecnicas de 
coloragao nao fluorescente. A mais popular usa o Giem¬ 
sa, mistura de corantes que recebeu esse nome em ho- 
menagem ao seu inventor, Gustav Giemsa. Assim como 
a quinacrina, o Giemsa cria um padrao reproduzivel de 
faixas em cada cromossomo (Figura 6.3). Ainda nao esta 
claro por que os cromossomos apresentam faixas quando 
sao corados com quinacrina ou Giemsa. E possfvel que 
esses tipos de corantes reajam preferencialmente com 
determinadas sequencias de DNA ou com as protefnas 
associadas a elas, e que essas sequencias de DNA especf- 
ficas sejam distribufdas de maneira caracterfstica dentro 
de cada cromossomo. 

A tecnica mais avangada usada por citogeneticistas 
atualmente e a pintura cromossomica. Essa tecnica cria 
imagens coloridas dos cromossomos pelo tratamen- 
to das dispersoes cromossomicas com fragmentos de 
DNA, isolados e caracterizados em lab oratori o, marca- 
dos com corante fluorescente. Esse fragmento pode, 
por exemplo, pertencer a um gene especffico. O frag¬ 
mento do DNA e marcado quimicamente com um co¬ 
rante fluorescente no laboratorio e, depois, aplicado 
aos cromossomos dispersos sobre uma lamina de vidro. 
Em condigoes adequadas, o fragmento de DNA se liga 
ao DNA cromossomico cuja sequencia e complemen- 
tar a dele. Essa ligagao, na verdade, marca o DNA cro¬ 
mossomico com o corante fluorescente presente no 
fragmento de DNA. Em vista da natureza especffica da 
interagao entre o fragmento de DNA e o DNA com- 



■ FIGURA 6.3 Cromossomos metafasicos do muntfaco asiatico, ani¬ 
mal semelhante a um veado, corados com Giemsa. 



■ FIGURA 6.4 Pintura de cromossomos. Sondas de DNA humano fo¬ 
ram aplicadas a uma dispersao de cromossomos humanos. Cada son- 
da foi marcada com um corante fluorescente de cor diferente (rasa 
ou verde brilhante) para mostrar a localizagao cromossomica das se¬ 
quencias de DNA complementares a essas sondas. O alvo da sonda 
rosa e o DNA no centromere de todos os cromossomos, enquanto 
o alvo da sonda verde brilhante e o DNA de apenas tres pares de 
cromossomos. 


plementar nos cromossomos, geralmente chamamos 
o fragmento de DNA de sonda. Ele busca seu comple¬ 
ment© na grande massa de DNA cromossomico de uma 
celula e se liga a ele. Depois da ligagao da sonda, as 
dispersoes cromossomicas sao irradiadas com luz de 
comprimento de onda apropriado. As faixas ou pontos 
de cor observados revelam onde esta localizada a se¬ 
quencia de DNA complementar — o alvo da sonda — nos 
cromossomos. A Figura 6.4 mostra cromossomos huma¬ 
nos analisados por essa tecnica. Os cromossomos foram 
pintados simultaneamente com dois fragmentos dife- 
rentes de DNA humano, cada um deles marcado com 
um corante fluorescente de cor diferente. Um dos frag¬ 
mentos liga-se de maneira inespecffica aos centrome- 
ros de cada cromossomo e, quando estimulado, adqui- 
re cor rosa. O outro fragmento liga-se apenas a alguns 
cromossomos e, quando estimulado, adquire cor verde 
brilhante. Dessa maneira, esses poucos cromossomos 
destacam-se entre todos os cromossomos na dispersao. 
A Figura 2.7 mostra cromossomos humanos pintados 
com uma serie de sondas constitufdas de fragmentos de 
DNA humano. Cada par de cromossomos tern um pa¬ 
drao caracterfstico de bandas. Assim, essa tecnica torna 
possfvel identificar cada par. 

CARIOTIPO HUMANO 

As celulas humanas diploides contem 46 cromossomos 
- 44 autossomos e dois cromossomos sexuais, que sao 
XX no sexo feminino e XY no sexo masculino. Na me- 
tafase mitotica, todos os 46 cromossomos sao constituf- 
dos de duas cromatides-irmas identicas. Quando co¬ 
rados apropriadamente, cada cromossomo duplicado 
pode ser reconhecido pelo tamanho, formato e padrao 
de bandas. Para analise citologica, as dispersoes meta- 
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■ FsGURA 6.5 Cariotipo corado de urn homem para mostrar as bandas de cada cromossomo. Os autossomos sao numerados de 1 a 22. X e Y 
sao os cromossomos sexuais. 


fasicas bem coradas sao fotografadas e, depois, a iraa- 
gem de cada cromossomo e recortada, combinada com 
seu parceiro para formar pares homologos, que sao or- 
ganizados em ordem decrescente de tamanho em um 
quadro (Figura 6.5). O maior autossomo e o numero 
1, e o menor e o numero 21. (Por motivos historicos, 
o segundo menor cromossomo foi designado numero 
22.) O cromossomo X tem tamanho intermediario, e o 
cromossomo Y tem aproximadamente o mesmo tama¬ 
nho do cromossomo 22. Esse quadro de cromossomos 
e denominado cariotipo (termo originado do grego que 
significa “nucleo”, em referenda ao conteudo do nu- 
cleo). Um pesquisador experiente pode usar o cario¬ 
tipo para identificar anormalidades do numero e da 
estrutura dos cromossomos. 

Antes das tecnicas de bandeamento e pintura, era di- 
fTcil distinguir um cromossomo humano de outro. Os ci- 
togeneticistas so poderiam organizar os cromossomos em 
grupos de acordo com o tamanho, classificando o maior 
como grupo A, o segundo maior como grupo B, e assim 
por diante. Embora tenham reconhecido sete grupos 
diferentes, era quase impossivel identificar um cromos¬ 
somo nesses grupos. Hoje, gragas as tecnicas de bandea¬ 
mento e pintura, e possfvel fazer a identificagao rotineira 
de cada cromossomo. As tecnicas de bandeamento e pin¬ 


tura tambem tornaram possfvel distinguir cada brago de 
um cromossomo e investigar regioes especfficas neles. O 
centromero divide cada cromossomo em bragos longo e 
curto. O brago curto e designado pela letra p (do Trances 
petite , que significa “pequeno”) e o brago longo, pela letra 
q (porque sucede o “p” no alfabeto). Assim, por exem- 
plo, um citogeneticista pode se referir especificamente 
ao brago curto do cromossomo escrevendo apenas “5p”. 
Em cada brago, regioes especfficas sao designadas por 
numeros, a partir do centromero (Figura 6.6). Assim, no 
brago curto do cromossomo 5, temos a regiao 5pl 1, mais 
proxima do centromero, seguida pelas regioes 5pl2, 
5pl3, 5pl4 e 5pl5, que e a mais distante do centromero. 
Dentro de cada regiao, cada banda e designada por nu¬ 
meros depois do ponto; por exemplo, 13.1, 13.2 e 13.3 
referem-se as tres bandas que constituent a regiao 5pl3. 
O padrao de bandas no cromossomo e denominado idio- 
grama. 

VARIACAO CITOGENETICA | 
CONSIDERACOES GERAIS 

Os l’enotipos de muitos organismos sao afetados por va- 
riagoes no numero de cromossomos em suas celulas; as 
vezes, ate mesmo alteragoes em parte de um cromossomo 
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15.33 — 
15.32 —I 




■ FICURA 6.6 O idiograma do cromossomo 5 humano. As regides de 
cada brago sao numeradas consecutivamente a partir do centromero. As 
bandas de cada regiao sao designadas por numeros depois de um ponto. 


podem ser significativas. Essas diferengas numericas ge- 
ralmente sao descritas como variagoes da ploidia do orga- 
nismo (termo de origem grega que significa “vez”, como 
era “duas vezes”). Organismos com conjuntos completes, 
ou normais, de cromossomos sao euploides (do grego, 
“bom” e “vez”). Organismos que tern conjuntos adicio- 
nais de cromossomos sao poliploides (do grego, “muitas” 
e “vezes”), e o nivel de poliploidia e descrito referindo-se 
a um numero basico de cromossomos, geralmente desig- 
nado por n. Assim, diploides, com dois conjuntos basi- 
cos de cromossomos, tem 2 n cromossomos; os triploides, 
com tres conjuntos, tem 3 n\ os tetraploides, com quatro 
conjuntos, tem 4 n;e assim por diante. Os organismos nos 
quais ha deficiencia ou excesso de determinado cromos¬ 
somo, ou segmento de cromossomo, sao aneuploides (do 
grego, “nao”, “bom” e “vez”). Portanto, esses organismos 
sofrem de um desequilibrio genetico especifico. Quanto 
a distingao entre aneuploidia e poliploidia, a aneuploidia 
e uma alteragao numerica em parte do genoma, geral¬ 
mente em um unico cromossomo, enquanto a poliploi¬ 
dia e uma alteragao numerica em um conjunto completo 
de cromossomos. A aneuploidia implica desequilibrio 
genetico, mas a poliploidia, nao. 

Os citogeneticistas tambem catalogaram varios tipos 
de alteragoes estruturais nos cromossomos dos organis¬ 
mos. Por exemplo, um fragmento de um cromossomo 
pode ser fundido a outro cromossomo, ou um segmento 
dentro de um cromossomo pode ser invertido em rela- 
gao ao restante desse cromossomo. Essas alteragoes estru¬ 
turais sao denominadas rearranjos. A segregagao irregu¬ 
lar de alguns rearranjos durante a meiose torna possivel 
associa-los a aneuploidia. Nas segoes adiante, abordamos 
todas essas variagoes citogeneticas - poliploidia, aneu¬ 
ploidia e rearranjos cromossomicos. 


PONTOS ESSENCIAIS . A analise citogenetica geralmente tem como objeto os cromossomos das celulas em divisdo 

• Corantes como a quinacrina e Giemsa criam padroes de bandas uteis na identifica$ao indivi¬ 
dual dos cromossomos em uma celula 

• 0 carioiipo apresenta os cromossomos duplicados de uma celula organizados para analise 
citogenetica. 


Poliploidia 


Conjuntos extras de cromossomos podem afetar a apa- 
rencia e a fertilidade de um organismo. 

A poliploidia, presenga de conjuntos extras de cromos¬ 
somos, e bastante comum em vegetais, mas muito rara 


em animais. Metade dos generos conhecidos de vege¬ 
tais contem especies poliploides, e cerca de dois tergos 
das gramineas sao poliploides. Muitas dessas especies 
tem reprodugao assexuada. Em animais, nos quais a re- 
produgao e basicamente sexuada, a poliploidia e rara. 
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provavelmente porque interfere no mecanismo de de- 
terminagao sexual. 

Um efeito geral da poliploidia e o aumento do ta- 
manho da celula, provavelmente porque existem mais 
cromossomos no nucleo. Com frequencia, o aumento 
de tamanho esta relacionado com o aumento geral de 
tamanho do organismo. As especies poliploides tendem 
a ser maiores e mais robustas que as diploides correspon- 
dentes. Essas caracterfsticas tem um significado pratico 
para os seres humanos, cuja alimentagao depende de 
muitas especies vegetais poliploides. Tais especies ten¬ 
dem a produzir sementes e frutos maiores, portanto, tem 
maior rendimento agricola. Trigo, cafe, batata, banana, 
morango e algodao sao vegetais poliploides, assim como 
muitas plantas ornamentais cultivadas, entre elas rosas, 
crisantemos e tulipas (Figura 6.7). 

POLIPLOIDES ESTEREIS 

Apesar da aparencia fisica robusta, muitas especies po¬ 
liploides sao estereis. Conjuntos extras de cromossomos 
tem segregagao irregular na meiose, com a produgao 
de gametas muito desequilibrados (i. e., aneuploides). 
Caso haja uniao desses gametas na fertilizagao, os zigotos 
produzidos quase sempre morrem. A inviabilidade dos 
zigotos explica por que muitas especies poliploides sao 
estereis. 

Como exemplo, vamos considerar uma especie tri- 
ploide com tres conjuntos identicos de n cromossomos. 
Portanto, o numero total de cromossomos e 3 n. Durante 
a meiose, cada cromossomo tenta formar par com seu 
homologo (Figura 6.8). Uma possibilidade e que haja pa- 
reamento de dois homologos ao longo de todo o compri- 
mento, deixando o terceiro sem par; esse cromossomo 
solitario e denominado univalente. Outra possibilidade 


e a sinapse dos tres homologos, formando um trivalente 
no qual ha pareamento parcial de cada membro com os 
dois outros. Em qualquer caso, e dilrcil prever como sera 
o deslocamento dos cromossomos durante a anafase da 
primeira divisao meiotica. O acontecimento mais prova- 
vel e que dois homologos si gam para um polo e um ho¬ 
rn ologo para o outro, produzindo gametas com uma ou 
duas copias do cromossomo. Os tres homologos, porem, 
podem ir para o mesmo polo, produzindo gametas com 
nenhuma ou com tres copias do cromossomo. Como essa 
incerteza acerca da segregagao aplica-se a cada trio de 
cromossomos na celula, o numero total de cromossomos 
de um gameta varia de zero a 3 n. 

E quase certa a morte dos zigotos formados por ferti¬ 
lizagao desses gametas; assim, a maioria dos triploides e 
totalmente esteril. Na agricultura e na horticultura, essa 
esterilidade e contornada pela propagagao assexuada das 
especies. Os muitos metodos de propagagao assexuada 
incluem cultivo a partir de estacas (bananas), enxertos 
(magas Winesap, Gravenstein e Baldwin) e bulbos (tuli¬ 
pas). Na natureza, as plantas poliploides tambem podem 
se reproduzir de maneira assexuada. Um mecanismo e 
a apomixia, no qual ha meiose modificada com produ¬ 
gao de oosferas nao reduzidas; essas oosferas formam 
sementes que germinam e dao origem a novas plantas. 
O dente-de-leao, uma planta poliploide muito produtiva, 
reproduz-se dessa maneira. 

POLIPLOIDES FERTEIS 

As incertezas meioticas que ocorrem em triploides tam¬ 
bem ocorrem em tetraploides, que tem quatro conjuntos 
identicos de cromossomos e, portanto, tambem sao es¬ 
tereis. Alguns tetraploides, porem, sao capazes de gerar 
prole viavel. O exame atento mostra que essas especies 






C 

■ FIGURA 6. Vegetais poliploides de significado agricola ou horticola: A. crisantemo (tetraploide), B. morango (octaploide), C. algodao (tetra- 
ploide), D. banana (triploide). 
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■ FIGURA 6 Meiose em organismo triploide. A. Formagao univalente. Sinapse de dois dos tres homotogos, deixando um univaiente livre para 
se deslocar ate um dos polos durante a anafase. B. Formagao trivalente. Sinapse dos tres homologos, formando um trivalente, que pode se 
deslocar em bloco ate um polo durante a anafase. No entanto, ha outras disjungoes possiveis na anafase. 


contem dois conjuntos distintos de cromossomos e que 
cada conjunto foi duplicado. Assim, os tetraploides ferteis 
parecem ter se originado por duplicagao cromossomica 
em hfbrido produzido pelo cruzamento de duas especies 
diploides diferentes, mas aparentadas; na maioria das ve- 
zes, essas especies tern numeros de cromossomos iguais 
ou muito semelhantes. A Figura 6.9 mostra um mecanismo 
plausfvel para a origem desse tetraploide. Dois organis- 
mos diploides, A e B, sao cruzados e produzem um hf¬ 
brido que recebe um conjunto de cromossomos de cada 
especie parental. Esse hfbrido provavelmente sera esteril 
porque nao e possrvel o pareamento dos cromossomos 
A e B. Contudo, se houver duplicagao dos cromossomos 
desse hfbrido, a meiose prosseguira em ordem razoavel. 
Cada cromossomo A e B podera formar par com um ho¬ 
mologo perfeito. Assim, a segregagao meiotica e capaz 
de produzir gametas com um conjunto completo de cro¬ 
mossomos A e B. Na fertilizagao, ha uniao desses gametas 
“diploides” e formagao de zigotos tetraploides, que so- 
brevivem em razao do equilfbrio de cada conjunto paren¬ 
tal de cromossomos. 

Evidentemente, essa situagao de hibridizagao entre 
especies diferentes, mas relacionadas, seguida por du¬ 
plicagao dos cromossomos ocorreu muitas vezes duran¬ 
te a evolugao dos vegetais. Em alguns casos, o processo 
ocorreu repetidas vezes, gerando poliploides complexos 
com diferentes conjuntos de cromossomos. Um dos me- 
lhores exemplos e o trigo moderno, Triticum aestivum 
(Figura 6.10). Essa importante especie agrfcola e um he- 
xaploide que contem tres diferentes conjuntos de cro¬ 
mossomos, todos duplicados. Cada conjunto tern sete 
cromossomos, com um total de 21 nos gametas e 42 nas 
celulas somaticas. Assim, como observamos no infcio 
deste capftulo, o trigo moderno parece ter sido forma- 
do por dois eventos de hibridizagao. O primeiro foi a 
combinagao de duas especies diploides com formagao de 
um organismo tetraploide, e o segundo foi a combina¬ 
gao desse tetraploide com outro diploide e formagao de 
um hexaploide. Os citogeneticistas identificaram cereais 
primitivos no Oriente Medio que podem ter participado 
desse processo evolutivo. Em 2010, grande parte do DNA 
do genoma do trigo foi sequenciada. Esse genoma e mui¬ 


to grande, correspond e a aproximadamente o qufntuplo 
do tamanho do genoma humano. A analise de todas es¬ 
sas sequencias de DNA ajudara a compreender a historia 
evolutiva do trigo. 
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Gametas de dois vegetais 
diploides unerrvse e 
formam um hibrido. 


AB 
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Hibrido 

esteril 


0 hibrido e esteril porque a meiose 
e totalmente irregular. 


Duplicacao dos 
cromossomos 



AABB 



Tetraploide 

fertii 


Os cromossomos sao duplicados, 
criando um tetraploide. 


Meiose 



( AB) 
Gameta 


Q A meiose no tetraploide e regular. 
Cromossomos A fazem par com 
cromossomos A e cromossomos B 
fazem par com cromossomos B. 

Os gametas euploides produzidos 
pelo tetraploide podem se combinar e 
propagar o organismo por reproducao 
sexuada. 


■ FIGURA 6.9 Origem de um tetraploide fertii por hibridizagao de dois 
organismos diploides e subsequente duplicagao dos cromossomos. 
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Q Os cromossomos do 
tripio-hibrido duplicam-se 
e formam um hexaploide. 


■ FIGURA 6 10 Origem do trigo hexaploide por hibridizagao sequen¬ 
tial de diferentes especies. Cada hibridizagao e seguida por duplicagao 
dos cromossomos. 


Por ser menor a probabilidade de que cromossomos 
de especies diferentes interbrain na segregagao um do 
outro durante a meiose, e muito maior a chance de fer- 
tilidade de poliploides originados de hibridizagoes entre 
especies diferentes que a de poliploides originados da 
duplicagao de cromossomos de uma unic a especie. Os 
poliploides criados por hibridizagao entre diferentes es¬ 
pecies sao denominados a/opoliploides (prefixo de origem 
grega que significa “outro’ ); nesses poliploides, os ge- 
liomas formadores sao qualitativamente diferentes. Os 
poliploides criados por duplicagao de cromossomos na 
mesma especie sao denominados autopoliploides (prefixo 
de origem grega que significa “proprio”); nesses poliploi¬ 
des, houve multiplicagao de um genoma para criar con¬ 
juntos extras de cromossomos. 

A duplicagao dos cromossomos e um processo essen- 
cial na formagao de poliploides, Um possfvel mecanismo 
e a entrada da celula em mitose sent que haja citocinese. 
Essa celula tera o dobro do numero habitual de cromos¬ 
somos. Por meio de divisoes subsequentes, pode originar 
um clone de celulas poliploides, que contribuiriam para a 
propagagao assexuada do organismo ou para a formagao 
de gam etas. Em vegetais, e precis o lembrar que a linha- 
gem germinativa nao e separada no im'cio do desenvolvi- 
mento, como ocorre em animals. Na verdade, os tecidos 
reprodutivos so se diferenciam depois de muitos ciclos 
de divisao celular. Se houve duplicagao acidental dos cro¬ 
mossomos durante uma dessas divisoes celttlares, os teci¬ 
dos reprodutivos desenvolvidos mais tarde podem ser po¬ 


liploides. Outra possibilidade e a alteragao da meiose de 
maneira a produzir gametas nao reduzidos (com o dobro 
do numero normal de cromossomos). Se esses gametas 
participarem da fertilizagao, os zigotos serao poliploides. 
Esses zigotos podem dar origem a organismos maduros 
que, dependendo da natureza da poliploidia, podem ser 
capazes de produzir gametas. Para compreender melhor 
essas possibilidades acompanhe a solugao do problema 
no boxe Resolva!: Pareamento de cromossomos em po¬ 
liploides. 


POLIPLOIDIA E POLITENIA 
TECIDO-ESPECIFICA 

Em alguns organismos, determinados tecidos tornam-se 
poliploides durante o desenvolvimento. A poliploidiza- 
gao provavelmente e uma resposta a necessidade de va- 
rias copias de cada cromossomo e dos genes nele exis- 
tentes. A endomitose, processo que produz celulas poli¬ 
ploides, requer duplicagao do cromossomo, seguida por 
separagao das cromatides-irmas resultantes. No entail to, 
por nao haver divisao celular associada, ocorre acumulo 
de cromossomos extranumerarios no nucleo. No ffgado 
e no rim humanos, por exemplo, um ciclo de endomito¬ 
se produz celulas tetraploides. 

As vezes, a poliploidizagao ocorre sem a separagao das 
cromatides-irmas. Nesses casos, os cromossomos duplica- 
dos acumulam-se proximo uns dos outros, formando um 
feixe de filamentos paralelos alinhados. Os cromossomos 
resultantes sao denominados potitenicos, termo derivado 
do grego, que significa “muitos filamentos’. Os exemplos 
mais espetaculares de cromossomos politenicos sao en- 
contrados nas glandulas salivares de larvas de Drosophila, 
Cada cromossomo passa por nove ciclos de replicagao, 



Pareamento de cromossomos 
em poliploides 


Existem seis cromossomos nos gametas da especie vegetal A e 
nove cromossomos nos gametas da especie vegetal B. O cru- 
zamento entre essas duas especies produziu hibridos estereis 
nos quais nao se observou pareamento de cromossomos nas 
celulas-maes de microsporo das anteras. O genotipo hibrido A x 
B, porem, pode ser propagado de maneira vegetativa por enrai- 
zamento de estacas das plantas. Uma dessas estacas deu origem 
a uma planta robusta e, por acaso, fertil; o exame citologico das 
celulas-maes de microsporo dessa planta mostrou 15 bivalentes. 
Em seguida, fez-se o retrocruzamento dessa planta fertil com a 
especie A e o exame citologico das celulas-maes de microspo¬ 
ro da prole, (a) Explique a origem da planta robusta e fertil. (b) 
Quantos bivalentes voce esperaria encontrar nas celulas-maes 
de microsporo da prole do retrocruzamento? (c) Quantos cro¬ 
mossomos sem par funivalentes) voce esperaria ver nessa prole? 

Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com . br. 
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produzindo um total aproximado de 500 copias em cada 
celula. Ha pareamento compacto de todas as copias com 
a formagao de um feixe espesso de fibras de cromatina. 
Esse feixe e tao grande que pode ser visto sob pequeno 
aumento ao microscopio de dissecgao. A diferenga de 
espiralamento ao Ion go do comprimento do feixe causa 
variagao na densidade da cromatina. Quando se aplicam 
corantes a esses cromossomos, a cor e mais intensa na 
cromatina mais densa, criando um padrao de faixas cla- 
ras e escuras (Figure 6.11). Esse padrao tern alta reprodu- 
tibilidade, permitindo a analise detalhada da estrutura 
do cromossomo. 

Os cromossomos politenicos de Drosophila apresentam 
duas outras caracterfsticas: 

1. Pareamento de cromossomos politenicos homologos. 
Normalmente, pensamos no pareamento como uma 
propriedade dos cromossomos meioticos; mas tam- 
bem ha pareamento dos cromossomos somaticos em 
muitas especies de insetos, provavelmente um recurs o 
para organizar os cromossomos no nucleo. Quando 
ha pareamento dos cromossomos politenicos de Dro¬ 
sophila ., os grandes feixes de cromatina tornam-se ain- 
da maiores. Como esse pareamento e preciso - pon- 
to a ponto ao longo da extensao do cromossomo — o 
alinhamento dos dois homologos e perfeito. Desse 
modo, o alinhamento exato dos padroes de bandea- 
mento de cada um deles torna quase impossivel distin- 
guir cada membro de um par. 

2. Todos os centromeros de cromossomos politenicos de 
Drosophila condensam-se em um corpo denominado 
cromocentro. O material presente de cada lado dos 
centromeros tambem e in child o nessa massa. O re- 
sultado e que os bragos do cromossomo parecem sair 
do cromocentro. Esses bragos, divididos em faixas, 
consistem em eucromatina, a porgao do cromosso¬ 
mo que con tern a maioria dos genes; o cromocentro 
e constitufdo de heterocromatina, material com pou- 
cos genes que circunda o centromero. Ao contrario 
dos bragos eucromaticos do cromossomo, essa hete¬ 
rocromatina centrica nao se torna politenica. Assim, 
replica-se muito menos que a eucromatina. 
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■ FICURA6.V: Cromossomos politenicos de Drosophila. 

Na decada de 1930, C. B. Bridges publicou desenhos 
detalhados dos cromossomos politenicos (Figure 6.12). 
Ele dividiu arbitrariamente cada cromossomo em segoes, 
que numerou; depois, dividiu cada segao em subsegoes, 
designadas pelas letras A a. F. Dentro de cada subsegao, 
Bridges enumerou todas as faixas escuras, criando um 
repertorio alfanumerico de sftios ao longo do compri¬ 
mento de cada cromossomo. O sistema alfanumerico de 
Bridges ainda e usado atualmente para descrever as ca- 
racteristicas desses cromossomos excepcionais. 

Os cromossomos politenicos de Drosophila sao retidos 
na interfase do ciclo celular. Assim, embora a maioria das 
analises citologicas seja feita em cromossomos mitoticos, 
as analises mais completas e detalhadas sao realizadas em 
cromossomos interfasicos politenizados. Esses cromosso¬ 
mos sao encontrados em muitas especies da ordem de 
insetos Diptera, inclusive em moscas e mosquitos. Infe- 
lizmente, os seres humanos nao tem cromossomos poli¬ 
tenicos; assim, a analise citologica de alta resolugao que 
e possivel em Drosophila nao e possfvel em nossa propria 
especie. 
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■ FIGURA 6.12 Mapas de cromossomo politenico de Bridges. (Em cima ) Padrao de bandeamento do cromossomo X politenico. O cromossomo 
e dividido em 20 segoes numeradas. ( Embaixo ) Imagem detalhada da extremidade esquerda do cromossomo X politenico mostrando o sistema 
de Bridges para designar cada banda. 
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PONTOS ESSENCIAIS . 

* 


« 


Os poliploides contem conjuntos extras de cromossomos 

Muitos poliploides sao estereis porque a segregagao dos vdrios conjuntos de cromossomos na 
meiose e irregular 

Os poliploides produzidos por duplicagdo cromossomica em hibridos interespecijicos podem ser 
ferteis caso haja segregagdo independente de seus genomas constituintes 

Em alguns tecidos somdticos — par exemplo, as glandulas salivares de larvas de Drosophila 
— ha ciclos sucessivos de rep lieagdo dos cromossomos sem divisdes celulares interpostas, com a 
produgao de grandes cromossomos politenicos que sao ideais para andlise citogenetica. 


Aneuploidia 


A representagao insuficiente ou excessiva de um cromos- 
somo ou um segmento de cromossomo pode afetar o 
fenotipo. 

A aneuploidia e a alteragao numeiica de parte do genoma, 
geralmente a alteragao na dose de um unico cromossomo. 
Individuos que tem um cromossomo a mais, um cromos¬ 
somo a menos ou uma combinagao dessas anomalias sao 
aneuploides. Essa definigao tambem inclui segmentos de 
cromossomos. Assim, um individuo com delegao do brago 
de um cromossomo tambem e considerado aneuploide. 

A aneuploidia foi estudada originalmente em vegetais, 
nos quais se demonstrou que o desequilfbrio cromosso- 
mico geralmente tem efeito fenotfpico. O estudo classico 
foi o de Albert Blakeslee e John Belling, que analisaram 
anomalias cromossomicas de estramonio, Datura stramo¬ 
nium. Essa especie diploide tem 12 pares de cromosso¬ 
mos, com um total de 24 cromossomos nas celulas soma- 
ticas. Blakeslee colheu plantas com fenotipo alterado e 
descobriu que em alguns casos a heranga dos fenotipos 
era irregular. Aparentemente, esses mutantes peculiares 
cram causados por fatores dominantes transmitidos prin- 
cipalmente pela planta do sexo feminino. Examinando 
os cromossomos das plantas mutantes, Belling constatou 
a presenga de um cromossomo extranumerario em todos 
os casos. A analise detalhada verificou que o cromossomo 
extra era diferente em cada linhagem mutante. Ao todo, 
eram 12 mutantes diferentes, cada um deles correspon- 
dente a triplicagao de um dos cromossomos de Datura 
(Figura 6.13). Essas triplicagoes sao chamadas trissomias. 
As irregularidades de transmissao desses mutantes eram 
consequencia do comportamento anomalo do cromosso¬ 
mo durante a meiose. 

Belling tambem descobriu o motivo da transmissao 
preferencial dos fenotipos trissomicos pelo sexo femi¬ 
nino. Durante o crescimento do tubo polinico, o polen 
aneuploide - em especial, o polen com n + 1 cromosso¬ 
mos — nao compete bem com o polen euploide. Desse 
modo, vegetais trissomicos quase sempre herdarn o cro¬ 
mossomo extra do genitor de sexo feminino. O trabalho 
de Belling com Datum demonstrou a necessidade de que 
cada cromossomo esteja presente na dose apropriada 
para o crescimento e o desenvolvimento normais. 


i 
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Trissomicos 


■ FIGUR.A 6.13 Capsulas de semente de Datura stramonium normal e 
trissomico. A figura mostra todas as 12 trissomias. 

Desde o trabalho de Belling, identificaram-se aneu¬ 
ploides em muitas especies, inclusive na nossa. Um or- 
ganismo com ausencia de um cromossomo, ou um seg¬ 
mento de cromossomo, e /i/poploide (prefixo grego que 
significa'^baixo”). Um organismo com um cromossomo, 
ou um segmento de cromossomo, a mais e ft/perploide (pre¬ 
fixo grego que significa “acima”). Esses term os abrangem 
uma grande variedade de anormalidades. 

TRISSOMIA EM SERES HUMANOS 

A anormalidade cromossomica mais conhecida e mais 
comum em seres humanos e a sfndrome de Down, distur- 
bio causado por um cromossomo 21 extranumerario 
(Figura 6.14A). Essa sindrome foi descrita pela primeira 
vez em 1866, por Langdon Down, medico britanico, mas 
a base cromossomica so foi compreendida com clareza 
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Trissomia 


■ FiGURA 6.14 Sfndrome de Down. A. Menina com sfndrome de Down. B. Cariotipo de uma crianga com sfndrome de Down, mostrando tris¬ 
somia do cromossomo 21 (47, XX, +21). 


em 1959. As pessoas com smdrome de Down geralmen- 
te sao baixas e tem hipermobilidade articular, sobretudo 
nos tornozelos; o cranio e largo, as narinas sao amp las, 
a lingua e grande e tem sulcos caracteristicos e as maos 
sao curtas e largas com uma prega palmar. O comprome- 
timento mental requer orientagao e cuidados especiais. 
O periodo de vida das pessoas com smdrome de Down e 
muito menor que das outras pessoas. Alem disso, quase 
sempre elas desenvolvem doenga de Alzheimer, um tipo 
de demencia bastante comum em idosos. As pessoas com 
smdrome de Down, porem, desenvolvem essa doenga na 
quarta ou quinta decada de vida, muito mais cedo que as 
outras pessoas. 

O cromossomo 21a mais na smdrome de Down e um 
exemplo de trissomia. A Figura 6.14B mostra o cariotipo 
de uma paciente com smdrome de Down. Existem ao 
todo 47 cromossomos, entre eles dois cromossomos X 
alem do cromossomo 21 extra. Portanto, o cariotipo e 
47, XX, +21. 

A trissomia do 21 pode ser causada por nao disjun¬ 
gao do cromossomo em uma das divisoes meioticas (Fi¬ 
gura 6.15). O evento de nao disjungao pode ocorrer em 
qualquer um dos pais, porem e mais provavel no sexo 
feminino. Alem disso, a frequencia de nao disjungao au- 
menta com a idade materna. Assim, nas mulheres com 
menos de 25 anos, o risco de ter um filho com smdrome 
de Down e de aproximadamente 1 em 1.500, enquanto 
nas mulheres de 40 anos, e de 1 em 100. Esse aumento do 
risco e causado por fatores que afetam adversamente o 
comportamento meiotico do cromossomo a medida que 
a mulher envelhece. Nas mulheres, a meiose comega na 
vida fetal, mas so e concluida depois da fertilizagao do 
ovocito. Durante o longo periodo antes da fertilizagao, 
as celulas meioticas permanecem na profase da primei- 
ra divisao. Nesse estado de pausa, os cromossomos po- 
dem perder o par. Quanto maior e a duragao da profa¬ 
se, maior e a chance de que nao haja pareamento nem 


disjungao subsequente do cromossomo. Portanto, as mu¬ 
lheres mais velhas sao mais propensas a produzir ovocitos 
aneuploides. 

Tambem ha relato de trissomias dos cromossomos 
13 e 18. No entanto, sao raras, e os individuos afetados 
apresentam anormalidades fenotipicas graves e vivem 
pouco, geralmente morrendo nas primeiras semanas de 
vida. Outra trissomia viavel observada em seres humanos 
e o cariotipo triplo-X, 47, XXX. Esses individuos sobrevi- 
vem porque dois dos tres cromossomos X sao inativados, 
reduzindo a dose do cromossomo X de maneira que se 
aproxime do nivel normal de um. Os individuos triplos 
X sao do sexo feminino e tem fenotipo normal, ou quase; 
as vezes ha leve comprometimento mental e diminuigao 
da fertilidade. 

O cariotipo 47, XXY tambem e uma trissomia viavel 
em seres humanos. Esses individuos tem tres cromosso¬ 
mos sexuais, dois X e um Y. O fenotipo e masculino, mas 
tambem podem apresentar algumas caracteristicas sexu¬ 
ais secundarias femininas e geralmente sao estereis. Em 
1942, H. F. Klinefelter descreveu as anormalidades asso- 
ciadas a esse disturbio, agora denominado smdrome de Kli¬ 
nefelter; inclui testiculos pequenos, mamas aumentadas, 
membros long os, genuvalgo e menor desenvolvimento 
dos pelos corporais. O cariotipo XXY pode originar-se 
pela fertilizagao de um ovocito excepcional XX por um 
espermatozoide Y ou pela fertilizagao de um ovocito X 
por um espermatozoide excepcional XY. O cariotipo 
XXY representa cerca de tres quartos de todos os casos 
de smdrome de Klinefelter. Outros casos tem cariotipos 
mais complexos, como XXYY, XXXY, XXXYY, XXXXY, 
XXXXYY e XXXXXY. Todos os individuos com smdro¬ 
me de Klinefelter tem um ou mais corpusculos de Barr 
nas celulas, e aqueles que tem dois cromossomos X ge¬ 
ralmente tem algum grau de comprometimento mental. 

O cariotipo 47, XYY e outra trissomia viavel em seres 
humanos. Esses individuos sao do sexo masculino e, ex- 
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Gametas: 




Nao disjuncao 





Primeira divisao 
meiotica 


Normal 





Norma! 

/ X 
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/ X 


Segunda divisao 
meiotica 
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/ X 




Nao disjuncao 

X X 



Dupio-21 Dup!o-21 Nulo-21 Nulo-21 


Normal Normal 


Duplo-21 Nulo-21 


■ FIGURA 6.15 A nao disjungao meiotica do cromossomo 21 e a origem da sindrome de Down. A nao disjuncao na meiose I produz gametas 
anormais, que ou tern duascdpias do cromossomo 21 (duplo-21) ou nao tern nenhuma cdpia desse cromossomo (nuio-21).A nao disjungao na 
meiose II produz um gameta com dois cromossomos-irmaos identicos (duplo-21) e um gameta sem cromossomo 21 (nuto-21). 


ceto pela tendencia a serem mais altos que os homens 46, 
XY, nao apresentam uma sindrome constante de caracte- 
risticas. Todas as outras trissomias em seres humanos sao 
letais no periodo embrionario, mostrando a importancia 
da dose correta do gene. Ao contrario do que ocorre em 
Datura, no qual todas as trissomias possrveis sao viaveis, os 
seres humanos nao toleram muitos tipos de desequilibrio 
cromossomico (Tabela6.1). 

MONOSSOMIA 

A monossomia ocorre quando ha ausencia de um cromos¬ 
somo em individuo diploide. Em seres humanos, so exis- 
te um monossomico viavel, o cariotipo 45, X. Esses in¬ 
dividuos tern um so cromossomo X e um complemento 
diploide de autossomos. O lenotipo e feminino, mas, por 
terem ovarios rudimentares, sao quase sempre estereis. 
Os individuos 45, X geralmente sao baixos; tern pescogo 
alado, deficiencia auditiva e anormalidades cardiovas- 
culares significativas. Henry H. Turner foi o primeiro a 
descrever o disturbio em 1938; por isso, agora e denomi- 
nado sindrome de Turner. Os individuos 45, X podem origi- 
nar-se de ovocitos ou espermatozoides sem um cromos¬ 
somo sexual ou da perda de um cromossomo sexual na 
mitose algum tempo depois da fertilizagao (Figura 6.16). 
Essa ultima possibilidade e respaldada pela constatagao 
de que muitos individuos com sindrome de Turner sao 
mosaicos somaticos. Essas pessoas tern dois tipos de celulas 
no corpo; algumas sao 45, X e outras, 46, XX. Obviamen- 
te, esse mosaicismo do cariotipo surge quando ha perda 
de um cromossomo X durante o desenvolvimento de um 
zigoto 46, XX. Todos os descendentes da celula em que 


houve perda sao 45, X. Se a perda ocorrer no inicio do 
desenvolvimento, uma fragao consideravel das celulas do 
corpo sera aneuploide e o individuo apresentara caracte- 
risticas de sindrome de Turner. Se a perda ocorrer mais 
tarde, a populagao de celulas aneuploides sera menor, e 
a intensidade da sindrome tende a ser menor. Veja a ana- 
lise dos procedimentos usados para detectar aneuploidia 
em fetos humanos no boxe Em loco: Amniocentese e 
biopsia de vilosidades corionicas. 

Os mosaicos de cromossomos XX/XO tambem 
ocorrem em Drosophila, na qual produzem um lenotipo 
curioso. Como nessa especie o sexo e determinado pela 
proporgao entre o numero de cromossomos X e de au¬ 
tossomos, essas moscas sao, em parte, femeas e, em parte, 
machos. As celulas XX desenvolvem-se na diregao femini- 
na, e as celulas XO desenvolvem-se na diregao masculina. 
Moscas com estruturas masculinas e femininas sao ginan- 
dromorfos (derivado das palavras gregas que significam 
“mulher”, “homem” e “forma”). 

As pessoas com cariotipo 45, X nao tern corpusculos 
de Barr nas celulas, indicando que o unico cromossomo 
X presente nao foi inativado. Por que, entao, as pacien- 
tes com sindrome de Turner, que tern o mesmo numero 
de cromossomos X ativos que as mulheres XX normais, 
tern anormalidades fenotipicas? A resposta provavel e 
que um pequeno numero de genes permanece ativo nos 
dois cromossomos X em mulheres 46, XX normais. Apa- 
rentemente, esses genes nao inativados sao necessarios 
em dose dupla para o crescimento e o desenvolvimento 
apropriados. A constatagao de que pelo menos alguns 
desses genes especiais ligados ao X tambem estao pre- 
sentes no cromossomo Y explicaria por que os homens 
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Aneuploidia resultante da nao disjungao em seres humanos. 


Cariotipo 

Formula 

cromossomica 

Smdrome 

clinica 

Frequencia 
estimada ao 
nascimento 

Fenotipo 

47, +21 

2n + 1 

Down 

1/700 

Maos largas e curtas com prega palmar, baixa estatura, 
hiperflexibilidade das articulagdes, retardo mental, cabega larga, 
face redonda, boca aberta com lingua grande, prega epicantica. 

47,+13 

2n + 1 

Patau 

1/20.000 

Deficiencia mental e surdez, convulsoes musculares leves, fenda 
labial e/ou paiatina, anomalias cardiacas, calcanhar proeminente. 

47, +18 

2n + 1 

Edward 

1/8.000 

Malformagao congenita de muitos orgaos, orelhas malformadas 
e de implantagao baixa, micrognatia, boca e nariz pequenos com 
aparencia geral de duende, deficiencia mental, rim em ferradura ou 
duplo, esterno curto; 90% morrem nos primeiros 6 meses depois 
do nascimento. 

45, X 

2n “ 1 

Turner 

1/2.500 

recem-nascidos do 
sexo feminino 

Mulher com atraso do desenvolvimento sexual, geralmente esteril, 
baixa estatura, pescogo alado, anormalidades cardiovasculares, 
deficiencia auditiva. 

47, XXY 

2n + 1 

Klinefelter 

1/500 

recem-nascidos do 
sexo masculino 

Homem subfertil com testiculos pequenos, mamas desenvolvidas, 
voz aguda feminina, genuvalgo, membros tongos. 

48, XXXY 

2n + 2 




48, XXYY 

2 n + 2 




49, XXXXY 

2n + 3 




50, XXXXXY 

2n + 4 




47, XXX 

2/7+1 

Triplo-X 

1/700 

Mulher com orgaos genitais geralmente normals e fertilidade 
limitada, retardo mental leve. 


XY crescem e se desenvolvem normalmente. Ale in dis- 
so, o cromossomo X que foi inativado nas mulheres 46, 
XX e reativado durante a ovocitogenese, provavelmente 
porque a fungao ovariana normal requer duas copias de 
alguns genes ligados ao X. Os individuos 45, X, que tem 
so uma copia desses genes, nao satisfazem essa exigencia 
e, portanto, sao estereis. 

Curiosamente, o analogo do cariotipo de Turner XO 
no camundongo nao causa anormalidades anatomicas. 


Monossomia originada na fertilizacao. 



A 


Smdrome 
de Turner 
(45, X) 


Monossomia originada na clivagem apos fertilizacao. 


23, X 
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/ -• 
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Perda do cromossomo X 


■ FSGURA 6.16 Origem do cariotipo da smdrome de Turner na fertili 
zagao (A) ou na clivagem apos a fertilizagao (B). 


Esse achado significa que os homologos no camundongo 
dos genes humanos implicados na smdrome de Turner 
precisam estar presentes em apenas uma copia para o 
crescimento e o desenvolvimento normals. Para investi- 
gar a origem do cariotipo da smdrome de Turner XO, 
acompanhe o exercicio do boxe Problema resolvido: De- 
teegao da nao disjungao de cromossomos sexuais. 

DELEgOES E DUPUCAgOES DE 
SECMENTOS CROMOSS6MICOS 

A ausencia de um segmento cromossomico e denomina- 
da delegao ou deficiencia. Grandes delegoes podem ser de- 
tectadas citologicamente por estudo dos padroes de ban- 
deamento em cromossomos corados, mas as pequenas, 
nao. Em um organismo diploide, a delegao de um seg¬ 
mento cromossomico laz parte do genoma hipoploide. 
Essa hipoploidia pode estar associada a um efeito fenoti- 
pico, principalmente se a delegao for grande. Um exem- 
plo classico e a smdrome do miado do gato, tambem co- 
nhecida como smdrome cri-do-chat (do frances) em seres 
humanos (Figura 6.17). Esse disturbio e causado por de¬ 
legao no brago curto do cromossomo 5. O tamanho da 
delegao varia. Individuos heterozigotos para a delegao e 
um cromossomo normal tem o cariotipo 46 del (5) (pl4), 
no qual os termos entre parenteses indicam a ausencia 
de bandas na regiao 14 do brago curto (p) de um dos 
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AMNIOCENTESE E BiOPSIA DE 
VILOSIDADES CORIONICAS 

casal Anderson, residente em Minneapolis, esperava o 
primeiro filho. Nem Donald nem Laura Anderson tinham 
conhecimento de anormalidades geneticas na famllia, 
mas por causa da idade de Laura - 38 anos - decidiram fazer um 
teste de triagem de aneuploidia fetal, O medico de Laura realizou 
uma amniocentese, procedimento de retirada de uma pequena 
quantidade de liquido da cavidade ao redor do feto em desenvolvi- 
mento por meio de uma agulha introduzida no abdome de Laura 
(Figura 1). Essa cavidade, chamada saco amniotico, e envolvida 
por uma membrana. Administrou-se anestesia local para evitar 
o desconforto durante o procedimento. A insergao da agulha foi 
guiada por ultrassonografia e retirou-se um pouco de liquido am¬ 
niotico, Como esse liquido contem celulas nucleadas descamadas 
do feto, e posslvel determinar o cariotipo fetal. Em geral, as celulas 
fetais sao separadas do liquido amniotico por centrifugagao e cul- 
tivadas durante varios dias a algumas semanas. A analise citologi- 
ca dessas celulas mostra se o feto e aneuploide. Outros exames 
podem ser realizados no liquido colhido do saco amniotico para 
detectar outros tipos de anormalidades, entre elas os defeitos do 
tubo neural e alguns tipos de mutagao. Os resultados de todos es¬ 
ses exames podem demorar ate 3 semanas. No caso de Laura, nao 
foram detectadas anormalidades, e, 20 semanas depois da amnio¬ 
centese, ela deu a luz uma menina saudavel. 

A biopsia de vllosidades corionicas e outra tecnica para de- 
tecgao de anormalidades cromossomicas no feto. O corio e uma 
membrana fetal que se fixa a parede uterina por interdigitagoes, 
formando a placenta. As diminutas projegoes corionicas para o 
tecido uteri no sao as vilosidades. Com 10 a 11 semanas de gesta- 
gao, antes do desenvolvimento da placenta, pode-se fazer uma 
biopsia das vilosidades corionicas com o auxllio de uma canula 
plastica introduzida no utero atraves do colo.A canula e guiada por 
ultrassonografia e, quando esta em posigao, e usada para retirar 
um pedago minusculo de material por aspiragao, O material cole- 
tado geralmente e uma mistura de tecido materno e fetal. Depois 


que esses tecidos sao separados por dissecgao, e posslvel analisar 
as celulas fetais para pesquisa de anormalidades cromossomicas. 

A biopsia de vilosidades corionicas pode ser feita antes da am¬ 
niocentese (10a 11 semanas degestagao versus 14 a 16 semanas), 
mas nao e tao confiavel. Alem disso, parece estar associada a um 
risco ligeiramente maior de aborto que a amniocentese, talvez 2 a 
3%. Por essas razoes, tende a ser usada apenas nas gestagoes em 
que haja um forte motivo para suspeitar de anormalidade gene- 
tica. Nas gestagoes de rotina, como a de Laura Anderson, e preferl- 
vel fazer a amniocentese. 



■ FIGURA 1 O medico colhe uma amostra de liquido do saco amni¬ 
otico de uma gestante para diagnostico pre-natal de anormalidade 
cromossomica ou bioqulmica. 



cromossomos 5. Esses individuos podem apresentar gra¬ 
ve comprometimento mental e fisico; o choro queixoso, 
semelhante ao miado de gato na infancia, da nome a sm- 
drome. 

A presenca de um segmento cromossomico extra e 
denominada duplicagao. O segmento extra pode estar uni- 
do a um dos cromossomos ou pode constiluir um novo 
cromossomo separado, isto e, uma “duplicagao livre”. O 
efeito e o mesmo nos dois casos: o organismo e hiperploi- 
de em relagao a parte de sen genoma. A exemplo do que 
ocorre nas del cedes, essa hiperploidia pode estar associa¬ 
da a um efeito fenotfpico. 

As delecdes e duplicates sao dois tipos de aberrates 
na estrutura do cromossomo. As grandes aberragoes po¬ 
dem ser detectadas por exame dos cromossomos mitoti- 
cos corados por agentes de bandeamento como quina- 
crina ou Giemsa. No entanto, e dificil detectar pequenas 


aberragoes dessa forma, que geralmente sao idendficadas 
poroutras tecnicas geneticas e moleculares. O organismo 
mais adequado para estudo de delegdes e duplicagoes e a 
Drosophila , cujos cromossomos politenicos garantem uma 
oportunidade nnpar de analise citologica detalhada. A 
Figura 6.18B mostra delegao em um dos dois cromossomos 
homologos pareados na glandula salivar de Drosophila. 
Em vista da leve separagao dos dois cromossomos, e pos- 
si'vel perceber a ausencia de uma pequena regiao no cro¬ 
mossomo inferior. 

Os segmentos duplicados tambem podem ser reco¬ 
il hecidos nos cromossomos politenicos. A Figura 6.18C 
mostra duplicagao consecudva (em tandem ) de um seg¬ 
mento no meio do cromossomo X de Drosophila. O pare- 
amento entre as copias consecutivas desse segmento faz 
com que parega haver um no no meio dos cromossomos. 
A mutagao Bar (barra) do olho em Drosophila esta associa- 
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RESOLV1DO 


Detecgao da nao disjungao de cromossomos sexuais 



PROBLEMA 

Um homem com discromatopsia casou-se com uma mulher normal. 

A filha, de fenotipo normal, casou-se com um homem normal e o 

casal teve tres filhos: um menino normal, um menino com discroma¬ 
topsia e uma menina com discromatopsia e sfndrome de Turner. Ex- 

plique a origem da menina com discromatopsia e sfndrome de Turner. 

FATOS E CONCE1TOS 

1. A discromatopsia e causada por uma mutagao recessiva ligada 
ao X, cb. 

2. A sfndrome de Turner e causada por monossomia do cromosso- 
mo X (genotipo XO). 

3. A monossomia pode ser causada por nao disjungao cromosso- 
mica durante a mitose ou a meiose. 

4. A nao disjungao mitotica em indivfduo XX pode criar um mosai- 
co de cel u las XO e XX. 


ANALISE E SOLUCAO 

Para iniciar a analise, vamos desenhar o heredograma e identificar 
todas as pessoas. Alem disso, como sabemos que a discromatopsia 
e causada por mutagao recessiva ligada ao X, podemos escrever os 
genotipos da maioria das pessoas no heredograma. 
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B 



X cb X 


4 - 
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D 
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E 

X + Y 



Sfndrome 
de Turner 


X cf> Y 


X cb 0 


O homem com discromatopsia, B, e uma figura-chave nesse 
heredograma porque transmitiu obrigatoriamente um cromosso- 
mo X com a mutagao cb para a filha C, que e a mae da crianga em 
questao. C nao tern discromatopsia, portanto tern de ser heterozi- 
gota para o alelo mutante, isto e, seu genotipo e X cb X + . Seu mari- 
do, D, tambem nao tern discromatopsia, portanto tern o genotipo 
X* Y. Os genotipos dos dois primeiros filhos do casal tambem sbo 
conhecidos com certeza. O ultimo, G, tern sfndrome de Turner, o 
que significa que tern apenas um cromossomo sexual - X. Como 
essa menina tern discromatopsia, o genotipo provavelmente e X cb 
O. Esse genotipo poderia ter sido produzido pela fertilizagao de 
um ovocito contendo o cromossomo X cb por um espermatozoide 
sem cromossomo sexual. Nessa situagao, nao houve disjungao dos 
cromossomos sexuais durante a meiose no pai de G. Outra possi- 
bilidade e que o ovocito que tern X cb tenha sido fertilizado por um 
espermatozoide com um cromossomo X, que foi perdido durante 
uma das divisoes iniciais do embriao. Nessa segunda hipotese, G 
seria um mosaico somatico de cetulas XO e XX (Figura 6.16B). 
No entanto, essa explicaqao nao condiz com a observagao de que 
G tern discromatopsia, pois se G fosse um mosaico somatico, as 
celulas XX teriam de ser X cb X + , e seria esperado que algumas des- 
sas celulas tivessem formado celulas fotorreceptoras normais na 
retina, assim garantindo a visao normal das cores. O fato de G ter 
discromatopsia indica que ela nao tern celulas X cb X* na retina - 
ou provavelmente em nenhuma outra parte do corpo. Portanto, a 
nao disjungao de cromossomos sexuais durante a meiose no pai 
de G e a explicagao mais plausfvel para o fenotipo de discroma¬ 
topsia e sfndrome de Turner. 


Delecao 



da a uma duplicagao consecutiva (Figura 6.19). Essa mu¬ 
tagao dominante ligada ao X altera o tamanho e o for- 
mato dos olhos compostos, que deixam de ser estruturas 
esfericas grandes e se transformam em barras estreitas. 
Na decada de 1930, C. B. Bridges analisou cromossomos 
X com a mutagao Bar e constatou que a regiao 16A, que 
aparentemente continha um gene para formato do olho, 
havia passado por duplicagao consecutiva. Tambem fo- 
ram observadas triplicagoes consecutivas de 16A, e nesses 
casos o olho composto era pequemssimo - um fenotipo 


■ FIGURA 6.17 Cariotipo de mulher com sfndrome cri-do-chat , 46 XX 
del(5)(p14). Ha delegao do brago curto de um dos cromossomos 5. 
O detalhe mostra os dois cromossomos 5 marcados com uma sonda 
fluorescente gene-especifica. O cromossomo a esquerda ligou-se a 
sonda porque tern esse gene especffico, ao passo que o cromossomo 
a direita nao se ligou a sonda porque houve delegao do gene e do 
material ao seu redor. 
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■ FICURA 6,18 Cromossomos politenicos mostrando (A) a estrutura 
normal das regioes 6 e 7 no meio do cromossomo X de Drosophila, (B) 
heterozigoto com delegao da regiao 6F-7C em um dos cromossomos 
(seta) e (C) um cromossomo X mostrando uma duplicagao consecuti- 
va (em tandem ) invertida da regiao 6F-7C. Em (B) as bandas proemi- 
nentes nas regioes 7A e 7C estao presentes no cromossomo superior, 
mas ausentes no inferior, indicando que o cromossomo inferior sofreu 
uma delegao. Em (C) a sequencia duplicada e 7C, 7B, 7A, 7A, 7B, 7C 
da esquerda para a direita. 
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Normal Duplicacao Tripiicacao 

■ FIGURA 6.19 Efeitos das duplicates da regiao 16A do cromossomo 
X no tamanho dos olhos em Drosophila . 


denominado barra dupla. Portanto, a intensidade do fe¬ 
ll otipo mutante do olho esta relacionada com o numero 
de copias da regiao 16A - sinal claro da importancia da 
dose do gene na determinagao de um fenotipo. Muitas 
outras duplicagoes cons ecu tivas foram encontradas em 
Drosophila, na qua! a analise de cromossomos poiiteni¬ 
cos torna a detecgao relativamente facil. Hoje, as tecni- 
cas moleculares tornaram possfvel detectar duplicagoes 
consecutivas muito pequenas em uma grande variedade 
de organism os. Por exemplo, os genes que codificam 
as protefnas da hemoglobina passaram por duplicagao 
consecutiva em mamfferos (Capftulo 19). As duplicagoes 
genicas parecem ser relativamente comuns e garantem 
variagao significativa para a evolugao. 


PONTOS ESSENCIAIS • Nas trissomias, como a sindrome de Down em seres humanos, existent tres copias de um cro¬ 
mossomo; nas monossomias, como a sindrome de Turner em seres humanos, existe apenas uma 
copia de um cromossomo 

• A aneuploidia pode ser causada por delegdo ou duplicagao de um segmento cmmossomico ou 
de cromossomos inteiros. 


Rearranjos da estrutura do cromossomo 


Um cromossomo pode softer rearranjo interno ou se unir 
a outro cromossomo. 

Na natureza ha consideravel variagao no numero e na 
estrutura de cromossomos, mesmo entre organismos 
muito proximos. Por exemplo, a Drosophila melanogaster 
tern quatro pares de cromossomos, que incluem um par 
de cromossomos sexuais, dois pares de autossomos meta- 
centricos grandes - cromossomos com o centromero no 
meio — e um par de pequenos autossomos puntiformes. 
A Drosophila virilis, cujo parentesco nao e muito distante, 
tern um par de cromossomos sexuais, quatro pares de au¬ 
tossomos acrocentricos - cromossomos com o centrome¬ 
ro perto de uma extremidade - e um par de autossomos 
puntiformes. Portanto, as especies, ainda que do mesmo 


genero, podem ter diferentes arranjos dos cromossomos. 
Essas diferengas indicam o rearranjo do genoma ao lon- 
go do processo de evolugao. Na verdade, a observagao de 
que e possfvel encontrar rearranjos cromossomicos como 
variantes em uma mesma especie sugere que ha refor- 
mulagao contfnua do genoma. Esses rearranjos podem 
modificar a posigao de um segmento do cromossomo, 
ou podem unir segmentos de diferentes cromossomos. 
Em qualquer caso, a ordem dos genes e alterada. Os ci- 
togeneticistas identificaram muitos tipos de rearranjos 
cromossomicos. Aqui analisamos dois tipos: inversao, 
que e a mudanga de orientagao de um segmento em um 
cromossomo, e translocagao, que e a fusao de segmentos 
de diferentes cromossomos. Em seres humanos, os rear¬ 
ranjos cromossomicos tem significado medico porque 
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alguns predispoem ao desenvolvimento de certos tipos 
de cancer. Abordamos esses tipos de rearranjos, e sua re- 
lagao com o cancer, no Capftulo 21. 


INVERSOES 

A inversao ocorre quando um segmento do cromossomo 
se desprende, gira cerca de 180° e se fixa novamente ao 
restante do cromossomo; logo, ha uma inversao da or- 
dem dos genes no segmento. Esses rearranjos podem ser 
induzidos no laboratorio com raios X, que fragmenta os 
cromossomos. As vezes, os fragmentos se fixam novamen¬ 
te, mas durante o processo um segmento gira e ha uma 
inversao. Tambem ha evidences de inversoes naturais 
por atividade de elementos transponfveis — sequences 
de DNA capazes de mudar de posigao no cromossomo 
(Capftulo 17). As vezes, durante o deslocamento, esses 
elementos quebram o cromossomo em fragmentos, que 
voltam a se unir de maneira anomala, produzindo uma 
inversao. As inversoes tambem podem ser provocadas 
pela reuniao de fragmentos do cromossomo gerados por 
cisalhamento mecanico, talvez em razao do entre laga- 
mento de cromossomos no nucleo. Ninguem sabe ao cer- 
to que fragao das inversoes naturais e causada por cada 
um desses mecanismos. 

Os citogeneticistas distinguem dois tipos de inver¬ 
soes observando se o segmento invertido inclui ou nao 
o centromero do cromossomo (Figura 6.20). As inversoes 
pericSntricas incluem o centromero e as inversoes paracen- 
tricas, nao. A consequence disso e que uma inversao peri¬ 
centrica pode alterar os comprimentos relativos dos dois 
bragos do cromossomo, enquanto a inversao paracentri- 
ca nao tern esse efeito. Assim, se um cromossomo acro¬ 
centric o sofre uma inversao com um ponto de quebra 
em cada brago ( i. e ., uma inversao pericentrica), pode 
ser transformado em um cromossomo metacentrico. Mas 
se um cromossomo acrocentrico sofre uma inversao em 
que as duas quebras estao no brago longo ( i . e., uma in¬ 
versao paracentrica), a morfologia do cromossomo nao 
se altera. Desse modo, com o uso de metodos citologicos 
padronizados, e muito mais facil detectar inversoes peri- 
centricas que inversoes paracentricas. 

Um indivfduo no qual ha inversao de um cromosso¬ 
mo, mas nao de seu homologo, e um heterozigoto para 
inversao. Durante a meiose, ha pareamento ponto a pon¬ 
to dos cromossomos invertido e nao invertido ao longo 
de seu comprimento. Entretanto, por causa da inversao, 
os cromossomos precisam formar uma alga para permi- 
tir o pareamento na regiao em que a ordem dos genes 


Inversao pericentrica - inclui o centromero. 




Inversao paracentrica - exclui o centromero. 



B 

■ FIGURA 6.2C Inversoes pericentrica e paracentrica. O cromossomo 
foi quebrado em dois pontos, e o segmento entre eles foi invertido. 
Uma inversao pericentrica (A) modifica o tamanho dos bragos do 
cromossomo porque o centromero esta incLufdo na inversao. Ja na 
inversao paracentrica (B) isso nao ocorre, porque exclui o centromero. 


foi invertida. A Figura 6.21 mostra essa configuragao de 
pareamento; apenas um cromossomo forma uma alga, e 
o outro se acomoda ao seu redor. Na pratica, a alga para 
maximizar o pareamento pode surgir no cromossomo in¬ 
vertido ou no cromossomo nao invertido. No entanto, 
perto das extremidades da inversao, os cromossomos sao 
estendidos e ha uma tendencia a perda da sinapse. Abor¬ 
damos as consequencias geneticas da heterozigosidade 
para inversao no Capftulo 7. 

TRANSLOCACOES 

A translocagao ocorre quando um segmento de um cro¬ 
mossomo se desprende e se une a outro cromossomo 
( i. e., nao homologo). O significado genetico e a transfe¬ 
rence dos genes de um cromossomo para outro. 

A troca de fragmentos de dois cromossomos nao ho¬ 
mologos sem perda de material genetico e denominada 
translocagao rectproca. A Figura 6.22A mostra uma translo- 
cagao recfproca entre dois grandes autossomos. Tres 
cromossomos trocaram trechos de seus bragos direitos. 



Cromossomo normal 



Cromossomo invertido 





■ FIGURA 6 21 Pareamento de cromossomos normais e invertidos. 
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Estrutura de cromossomos no heterozigoto para translocacao, 


Cromossomos 

normais 



Cromossomos 

translocados 


Pareamento de cromossomos no heterozigoto para translocacao. 





■ FIGURA 6.22 Estrutura e comportamento de pareamento de uma 
translocagao reciproca entre cromossomos. Em (B) ha pareamento 
durante a prdfase da meiose I, depois da duplicagao dos cromosso¬ 
mos. 


Durante a meiose, espera-se que haja pareamento cruci¬ 
forme entre esses cromossomos com translocagao e seus 
homologos sem translocagao (Figura 6.22B). Os dois cro¬ 
mossomos translocados Hearn de frente um para o outro 
no centra da cruz, e os dois cromossomos nao translo¬ 
cados fazem o mesmo; para maximizar o pareamento, 
os cromossomos translocados e nao translocados alter- 
nam-se, formando os brag os da cruz. Essa configuragao 
de pareamento e diagnostica de um heterozigoto para 
translocagao. As celulas em que os cromossomos translo¬ 
cados sao homozigotos nao form am um padrao crucifor- 
me. Em vez disso, ha pareamento uniforme de cada cro- 
mossomo translocado com seu par de estrutura identica. 

Como participam do pareamento cruciforme quatro 
centromeros, cuja distribuigao coordenada para polos 
opostos na primeira divisao meiotica pode ou nao ocor- 
rer, a disjungao do cromossomo em heterozigotos para 
translocagao e um processo um tanto incerto, propenso 
a produzir gametas aneuploides. Ao todo, ha tres pro- 
cessos de disjungao possfveis, mostrados na Figura 6.23. 
Essa figura simplificada so mostra uma das duas croma- 
tides-irmas de cada cromossomo. Alem disso, cada cen¬ 
tromere e identificado para que se possa acompanhar 
os movimentos do cromossomo; os dois centromeros 
bran cos sao homologos (i. e., derivados do mesmo par 


Disjuncao adjacente I. 
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Disjuncao adjacente il. 

2 1 



4 3 
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Os centromeros 1 e 3 
vao para um polo e os 
centromeros 2 e 4 vao 
para o outro, 
produzindo gametas 
aneuploides. 


Os centromeros 1 e 2 
vao para um polo e os 
centromeros 3 e 4 vao 
para o outro, 
produzindo gametas 
aneuploides. 


Os centromeros 2 e 3 
vao para um polo e os 
centromeros 1 e 4 vao 
para o outro, 
produzindo gametas 
eupioides. 


C 

■ FIGURA 6.23 Tipos de disjungao em um heterozigoto para trans- 
iocagao durante a meiose I. Para simplificar, e mostrada apenas uma 
cromatide-irma de cada cromossomo duplicado. A. Um tipo de 
disjungao adjacente no qua! centromeros homologos seguem ate po¬ 
los opostos durante a anafase. B. Outro tipo de disjungao adjacente 
no qual centromeros homologos seguem para o mesmo polo durante 
a anafase. C. Disjungao alternada na qual centromeros homologos 
seguem ate polos opostos durante a anafase. 


Disjuncao alternada. 

3 



4 


de cromossomos), do mesmo modo que os dois centro¬ 
meros cinza. 

Se os centromeros 2 e 4 seguem para o mesmo polo, 
forgando o deslocamento de 1 e 3 para o polo oposto, to- 
dos os gametas resultantes serao aneuploides, porque al- 
guns segmentos cromossomicos terao deficiencia de ge¬ 
nes, e outros serao duplicados (Figura 6.23A) . Da mesma 
maneira, se os centromeros 1 e 2 vao para um polo e os 
centromeros 3 e 4 vao para o outro, sao produzidos ape¬ 
nas gametas aneuploides (Figura 6.23B). Todos esses casos 
sao denominados disjungao adjacente porque os centro¬ 
meros que estavam proximos uns dos outros no padrao 
cruciforme foram para o mesmo polo. Quando os centro¬ 
meros que vao para o mesmo polo sao de cromossomos 
diferentes ( i. e., heterologos ), a disjungao e denominada 
adjacente I (Figura 6.23A); quando os centromeros que 









Capitulo 6 j Variagao no Numero e na Estrutura dos Cromossomos 127 


vao para o mesmo polo sao do mesmo cromossomo (i. e., 
homo logos), a disjungao e denominada adjacente II (Figu- 
ra 6.23B). Outra possibilidade e a de que os centromeres 
1 e 4 sigam para o mesmo polo, forgando o deslocamen- 
to de 2 e 3 para o polo oposto. Esse caso, denominado 
disjungao alternada, produz apenas gametas euploides, 
embora metade deles tenha apenas cromossomos trans- 
locados {Figura 6.23C) . 

A producao de gametas aneuploides por disjungao ad¬ 
jacente explica por que os heterozigotos para translocagao 
tern fertilidade reduzida. Quando esses gametas fertilizam 
um gameta euploide, o zigoto resultante e geneticamente 
desequilibrado e, portanto, e improvavel que sobreviva. 
Em vegetais, muitas vezes os proprios gametas aneuploides 
sao inviaveis, sobretudo do lado masculino, e sao produzi- 
dos menos zigotos. Portanto, os heterozigotos para trans¬ 
locagao sao caracterizados por baixa fertilidade. Investi- 
gue esse efeito acompanliando o boxe Resolva!: Aborto de 
polen em heterozigotos para translocagao. 


CROMOSSOMOS COMPOSTOS E 
TRANSLOCATES ROBERTSONIAN AS 

As vezes, um cromossomo funde-se ao seu homologo, ou 
duas cromatides-irmas se unem, formando uma unidade 
genelica unica. Um cromossomo composto pode ser estavel 
em uma celula desde que tenha apenas um centromere 
alivo; se houver dois centromeros, cacla um deles pode se 
mover para um polo diferente durante a divisao, separan- 
do o cromossomo composto. O cromossomo composto 
tambem pode ser formado pela uniao de segmentos de 
cromossomos homologos. Por exemplo, os bragos direi- 
tos dos dois segundos cromossomos em Drosophila pode- 
riam se soltar dos bragos esquerdos e se fundir no centre- 
mero, criando um meio-cromossomo composto. As vezes 
a citogenetica chama essa estrutura de isocromossomo (do 
prefixo grego para “igual”), porque sens dois bragos sao 
equivalentes. A diferenga entre o cromossomo composto 
e a translocagao e que o primeiro e a fusao de segmentos 
de cromossomos homologos. Ja a translocagao e a fusao 
de cromossomos nao homologos. 

o 

O primeiro cromossomo composto foi descoberto em 
1922 por Lillian Morgan, casada com T. II. Morgan. Esse 
cromossomo foi formado pela fusao de dois cromossomos 
X em Drosophila, criando um cromossomo X ligado ou X du- 
plo. A descoberta foi feita por meio de experimentos ge- 
neticos, nao por analise citologica. Lillian Morgan cruzou 
femeas homozigotas para uma mutagao recessiva ligada ao 
X com machos de tipo selvagem. A partir desse cruzamen- 
lo, seria de esperar que todas as femeas da prole fossem 
do tipo selvagem e os machos, mutantes. No entanto, Mor¬ 
gan observou exatamente o oposto: todas as femeas eram 
mutantes e todos os machos, de tipo selvagem. Outra pes- 
quisa mostrou que os cromossomos X nas femeas mutan¬ 
tes haviam se ligado tins aos outros. A Figura 6.24 ilustra o 
significado genetico dessa ligagao. As femeas com X ligado 
produzem dois tipos de ovocitos, duplo-X e nulo-X, e os 
machos produzem dois tipos de espennatozoides, que tern 


Resolva! 


Aborto de polen em heterozigotos 
para translocagao 

Em muitas especies de vegetais, o polen aneuploide e inviavel. 
Suponha que um desses vegetais seja heterozigoto para uma 
translocagao reciproca entre dois grandes cromossomos. Se as 
disjungoes adjacente !, adjacente II e alternada nesse heterozi¬ 
goto para translocagao ocorrerem com frequences iguais, que 
fragao do polen voce esperaria que fosse abortada? 

► Leia a resposta do problema no site 
http ://gen-io.grupogen. com.br. 


X e que tern Y. A uniao desses gametas de todas as manei- 
ras possrveis produz dois tipos de prole viavel: femeas XXY 
mutantes, que herdam os cromossomos X ligados da mae 
e um cromossomo Y do pai; e os machos XO de fenotipo 
selvagem, que herdam um cromossomo X do pai e nao 
herdam cromossomo sexual da mae. Ja que o cromossomo 
Ye necessario para a fertilidade, esses machos XO sao este- 
reis. Lillian Morgan conseguiu propagar os cromossomos 
X ligados por retrocruzamento de femeas XXY com ma¬ 
chos XYde tipo selvagem de outro estoque. Por terem lier- 
dado um cromossomo Y da mae, os machos nascidos desse 
cruzamento eram ferteis e puderam ser cruzados com suas 
irmas XXYpara criar um estoque no qual os cromossomos 
X ligados foram permanentemente man lidos na linhagem 
feminina. 

Os cromossomos nao homologos tambem podem se 
fundir em sens centromeros, com criagao de uma estru- 
tura chamada translocagao robertsoniana (Figura 6.25), em 
homenagem ao citologista F. W. Robertson. Por exemplo, 
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■ FIGURA 6.24 Resultados de um cruzamento entre um macho nor¬ 
mal e uma femea com cromossomos X ligados. 
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a fusao de dois cromossomos acrocentricos produz um 
cromossomo metacentrico; os diminutos bravos curtos 
dos cromossomos participantes sao perdidos nesse pro- 
cesso. Ao que tudo indica, essas fusoes de cromossomos 
foram bastante frequentes durante a evolugao. 

Tambem pode haver fusao terminoterminal dos cro¬ 
mossomos para formar uma estrutura com dois centro- 
meros. Se um dos centromeros for inativado, a fusao dos 
cromossomos sera estavel. Evidentemente, essa fusao 
ocorreu na evolugao de nossa propria especie. O cromos¬ 
somo 2 humane, que e metacentrico, tern bravos que 
correspondem a dois cromossomos acrocentricos nos 
genomas dos grandes primatas. A analise cilologica dela- 
Ihada mostrou que aparentemente as extremidades dos 
bravos curtos desses dois cromossomos se fundiram para 
criar o cromossomo 2 liumano. 


c 

Dois cromossomos 
acrocentricos 


Translocacao 
robertsoniana £ 
metaoertrica 






+ 



Perdido 


■ figura 6.25 Formagao de uma translocagao robertsoniana meta- 
centrica por permuta entre dois cromossomos acrocentricos nao ho¬ 
mologos. 


PONTOS ESSENCIA1S • A inversao faz com que a ordem de genes em um segmento de urn cromossomo seja o oposto da 

ordem initial 

• A translocacao permuta segmentos entre dois cromossomos nao homologos 

• Os cromossomos compostos sdo produzidos pda fusao de cromossomos homologos on pda fusao 
dos hraqos dos cromossomos homologos 


• Av translocates rohertsonianas resultant da fusao de cromossomos nao homologos. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Uma especie tern dois pares de cromossomos, um 
longo e outro curto. Desenhe os cromossomos na 
metafase da mitose. Indique cada cromatide. Os 
cromossomos homologos estao pareados? 

Resposta: A metafase mitotica nessa especie seria seme- 
lhante a mostrada na figura. Como cada cromos- 
somo e duplicado, ele e constitufdo de duas cro- 
matides-irmas. No entail to, como a figura mostra 
a mitose, e nao a meiose, nao ha pareamento dos 
cromossomos homologos. 



2. A especie vegetal A apresenta 10 bivalenles de cro¬ 
mossomos na metafase da meiose I; a especie ve¬ 
getal B apresenta 14 bivalentes nesse estagio. As 
duas especies sao cruzadas, e os cromossomos na 
prole sao duplicados. (a) Quantos bivalentes serao 


observados na metafase da meiose I na prole? (b) 
Espera-se que a prole seja fertil ou esteril? 

Resposta: (a) A prole e uma combinagao dos cromosso¬ 
mos dos dois pais. Na especie A, o numero basico 
de cromossomos e 10; na especie B, e 14. Portanto, 
o numero basico de cromossomos na prole e 10 + 
14 = 24, e, com os cromossomos duplicados, esse e 
o numero de bivalentes que deve ser observado na 
metafase da meiose I. (b) A prole e um alotetraploi- 
de e, portanto, deve ser fertil. 

3. Quais sao os cariotipos de (a) uma mulher com si'n- 
drome de Down, (b) um homem com trissomia do 
13, (c) uma mulher com sindrome de Turner, (d) um 
homem com sindrome de Klinefelter, (e) um homem 
com delecao no braqo curto do cromossomo 11? 

Resposta: (a) 47, XX, +21, (b) 47, XY, +13, (c) 45, X, (d) 
47, XXY, (e) 46, XY del (lip). 

4. Que tipo de configuragao de pareamento seria obser- 
vada na profase da meiose I em (a) um heterozigoto 
para inversao, (b) um heterozigoto para translocagao? 

Resposta: (a) Configuragao em alga, (b) configuragao em 
cruz. 
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Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Uma geneticists de Drosophila obteve femeas com 
cromossomos X ligados homozigotos para uma 
mutagao recessiva (>■) que torna o corpo amarelo 
em vez de cinza. Em iim experimento, ela cruza 
algumas dessas femeas com machos de tipo selva- 
gem comuns, e em outro, ela cruza essas femeas 
com machos de tipo selvagem que tern cromos¬ 
somos X e Y ligados; islo e, tern urn cromossomo 
XYcomposto. Preveja os fenolipos da prole desses 
dois cruzamentos e indique o fenotipo esteril, se 
houver aleum. 

o 

Resposta: Para prever os fenotipos da prole, precisamos 

conhecer os genotipos. A maneira mais facil de 2. 
determinar esses genotipos e criar um diagrama 
com os tipos de zigotos produzidos por cada cru- 
zamento. 

Primeiro, analisamos o cruzamento entre fe¬ 
meas com X ligado e corpo amarelo e os machos 
de tipo selvagem comuns. As femeas produzem 
dois tipos de gametas, X e nulo. Os machos tam- 
bem produzem dois tipos de gametas, X e Y. A 
combinagao de todas as maneiras possiveis produz 
quatro tipos de zigotos; no entanto, apenas dois 
tipos sao viaveis. Os zigotos XXY dao origem a fe¬ 
meas de corpos amarelos - como suas maes, a nao 
ser pelo fato de terem um cromossomo X - e os 
zigotos XO dao origem a machos de corpo cinza 
- como seus pais, excelo pela ausencia de um cro¬ 
mossomo Y. O cromossomo Y extra nas femeas nao 
tern efeito sobre a fertilidade, mas o cromossomo 
Y ausente nos machos causa esterilidade. 


Ovocitos 

X>' X* 0 


/\ 

X^Y 

Espermatozoides 

0 


/\ /\ 

/\ 

X 1 ' X>‘ X + Y 

X + Y 0 

(morrem) 

machos cinza 

/\ 


X> X*' 0 

0 0 

femeas 

(morrem) 

amarelas 



Um homem com fenotipo normal tern um cromos¬ 
somo translocado que content todo o brago longo 
do cromossomo 14, parte do brago curto do cro¬ 
mossomo 14 e a maior parte do brago longo do cro¬ 
mossomo 21: 


21q 

A 



“V-— V~ 

14q 14p 


O homem tambem tern um cromossomo 14 nor¬ 
mal e um cromossomo 21 normal. Se ele se casar 
com uma mulher normal do ponto de vista citologi- 
co (e fenotipico), ha alguma chance de que o casal 
tenha um filho com fenotipo anormal? 


X + 

Espermatozoides 

Y 


Ovocitos 


/V 

X y X y 

0 

m y x + 

X + 0 

(morrem) 

machos cinza 

X y X y Y 

YO 

femeas 

(morrem) 

amareias 



Resposta: Sim, o casal teria filhos com sindrome de 
Down em consequencia da segregagao meiotica 
no homem citologicamente anormal. Durante 
a meiose nesse homem, o cromossomo translo¬ 
cado, T(14, 21), fara sinapse com os cromosso¬ 
mos normais 14 e 21, formando um trivalente. 
A disjungao desse Lrivalente produz seis tipos di¬ 
ferentes de espermatozoides, quatro deles aneu- 
ploides. 


Agora consideramos o cruzamento entre femeas 
com X ligado e corpo amarelo e os machos com 
cromossomo XY composto. Ambos os sexos produ¬ 
zem dois tipos de gametas - as femeas produzem os 
mesmos tipos acima, e os machos produzem XY 7 ou 
nulo. Quando esses sao unidos de todas as manei¬ 
ras possiveis, observamos que dois tipos de zigotos 
sao viaveis: femeas de corpo amarelo com cromos¬ 
somos X ligados e machos de corpo cinza com um 
cromossomo XY composto. Os dois tipos dessa pro¬ 
le viavel sao ferteis. 



Aneuploide 




14 e Aneuploide 

1(14,21) 
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21 e Aneuploide 

1(14,21} 


14 Aneuploide 


A feitilizaqao de um ovocito contendo um cro¬ 
mossomo 14 e um cromossomo 21 por qualquer 
espermatozoide aneuploide produz um zigoto aneu¬ 
ploide, como mostra a tabela associada. Embora a 
trissomia ou monossomia do cromossomo 14 e a 
monossomia do cromossomo 21 sejam condiqoes 
lelais, a trissomia do cromossomo 21 nao e. Assim, 
e possfvel que o casal tenha um filho com sindrome 
de Down. 


Esperma- 




Disjun^ao 

tozoide 

Zigoto 

Disturbio 

Resultado 



i 

21 

14, 21. 21 

monossomia 

morre 






do 14 



Euplotde 


14, T( 14, 

14, 14, 

trissomia do 

moire 

14 e 21 


21) 

T(14, 21), 

21 

14 





ii 

14 

14, 14, 21 

monossomia 

morre 






do 21 





T(14, 21), 

14, T( 14, 

trissomia do 

Down 




21 

21), 21, 21 

21 


1(14,21) 

-Euploide 

hi 

14, 21 

14, 14, 21, 

21 

euploide 

normal 




T(14, 21) 

14, T(14, 
21),21 

^euploide 

normal 


Avaliaqao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


6.1 No cariotipo humano, o cromossomo X tern aproxi- 
madamente o mesmo tamanho de sele dos autosso- 
mos (denominado grupo C de cromossomos). Que 
procedimento poderia ser usado para distinguir o 
cromossomo X dos outros membros desse grupo? 

6.2 Em seres humanos, um cromossomo 22 citologi- 
camente anormal, denominado cromossomo Phi¬ 
ladelphia, nome da cidade em que foi descoberto, 
esta associado a leucemia cronica. Esse cromossomo 
perdeu parte do braqo longo. Como voce indicaria 
o cariotipo de um indivfduo que tinha 46 cromos¬ 
somos nas celulas somaticas, entre eles um cromos¬ 
somo 22 normal e um cromossomo Philadelphia? 

6.3 Durante a meiose, por que alguns tetraploides se 
comportam de maneira mais regular que os triploi- 
des? 

6.4 A tabela a seguir apresenta dados dos cromosso¬ 
mos de quatro especies de vegetais e dos hibridos 
da Fp 

Metafase da meiose I 


Numero de 
cromossomos 


Especie ou 

na extremidade 

Numero de 

Numero de 

hibrido da F, 

da raiz 

bivalentes 

univalentes 

A 

20 

10 

0 

B 

20 

10 

0 


c 

10 

5 

0 

D 

10 

5 

0 

A X B 

20 

0 

20 

AX C 

15 

5 

r 

D 

A X D 

15 

5 

5 

C x D 

10 

0 

10 


(a) Deduzir a oiigem cromossomica da especie A. 

(b) Quantos bivalentes e univalentes voce esperaria ob- 
servar na metafase da meiose I em um hfbrido das 
especies C e B? 

(c) Quantos bivalentes e univalentes voce esperaria ob- 
servar na metafase da meiose I em um hfbrido das 
especies D e B? 

6.5 Uma especie de vegetal A, cujos gametas tem sete 
cromossomos, foi cruzada com uma especie B apa- 
rentada, que tem nove. Os hibridos foram estereis, 
e a observaqao microscopica das celulas-maes de pfi¬ 
le n nao mostrou pareamento de cromossomos. Uma 
parte de um dos hibridos de crescimento vigoroso 
foi propagada vegetativamente, com a prodticao de 
um vegetal que tinha 32 cromossomos em suas celu¬ 
las somaticas. Essa planta era fertil. Explique. 

6.6 Uma especie de vegetal X com n = 5 foi cruzada 
com uma especie aparentada Y com n =7.0 hi- 
brido da F produziu apenas alguns graos de po- 
len, que foram usados para fertilizar as oosferas 
da especie Y. Esse cruzamento produziu algumas 
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plantas, todas com 19 cromossomos. Depois da 
autofertilizagao, os hibridos da F produziram al- 
gumas plantas da F , cada uma delas com 24 cro¬ 
mossomos. Essas plantas tinham fenotipo diferen- 
te das duas especies originals e eram muito ferteis. 
Explique a sequencia de ocorrencias que produziu 

esses hibridos ferteis da F„. 

2 

6.7 Identifique os fenotipos sexuais dos seguintes geno- 
tipos em seres humanos: XX, XY, XO, XXX, XXY, 
XYY 

6.8 Se houver nao disjungao do cromossomo 21 na di- 
visao de um ovocito secundario em uma mulher, 
qual e a chance de que um ovocito maduro deriva- 
do dessa divisao receba dois cromossomos 21? 

6.9 Uma femea de Drosophila homozigota para uma 
mutagao recessiva ligada ao X causadora de corpo 
amarelo foi cruzada com um macho de tipo selva- 
gem. Na prole, uma mosca tinha areas de pigmento 
amarelo em um corpo cinza. Essas areas amarelas 
eram distintamente masculinas, enquanto as areas 
cinza eram femininas. Explique o fenotipo peculiar 
dessa mosca. 

6.10 O quarto cromossomo de Drosophila e tao pequeno 
que as moscas monossomicas ou trissomicas para 
ele sobrevivem e sao ferteis. Varios genes, entre eles 
o eyeless ( ey ), foram localizados nesse cromossomo. 
Se uma mosca citologicamente normal homozigo¬ 
ta para uma mutagao eyeless (sem olhos) recessiva 
for cruzada com uma mosca monossomica para um 
quarto cromossomo de tipo selvagem, quais serao 
os tipos de prole produzidos? Em que proporgoes? 

6.11 Uma mulher com discromatopsia ligada ao X e sin- 
drome de Turner tinha um pai com discromatopsia 
e mae normal. A nao disjungao dos cromossomos 
sexuais ocorreu no pai ou na mae dessa mulher? 

6.12 Em seres humanos, a sindrome de Hunter e reco- 
nhecidamente uma caracteristica ligada ao X com 
penetrancia completa. Na familia A, dois indivi- 
duos de fenotipo normal tiveram um filho normal, 
uma filha com sindromes de Hunter e Turner, e um 
filho com sindrome de Hunter. Na familia B, dois 
individuos de fenotipo normal tiveram duas filhas 
de fenotipo normal e um filho com sindromes de 
Hunter e Klinefelter. Na familia C, dois individuos 
de fenotipo normal tiveram uma filha de fenotipo 
normal, uma filha com sindrome de Hunter e um 
filho com sindrome de Hunter. Explique, em cada 
familia, a origem da crianga indicada em italico. 

Embora home ns XYY tenham f enotipo normal, se- 
ria esperado que tivessem mais filhos com anorma- 
lidades dos cromossomos sexuais que home ns XY? 
Explique. 

Em um cromossomo da glandula salivar de Droso¬ 
phila, a sequencia das bandas e 1 2345678. O 


cromossomo homologo com o qual essa sequencia 
faz sinapse tern sequencia 1 2365478. Que tipo 
de alteragao cromossomica ocorreu? Desenhe os 
cromossomos em sinapse. 

6.15 Outros cromossomos tern as seguintes sequencias: 
(a) 1 2 5 6 7 8; (b) 1 2 3 4 4 5 6 7 8; (c) 1 2 3 4 5 8 
7 6. Que tipo de alteragao cromossomica ocorreu 
em cada um? Ilustre o pareamento desses cromos¬ 
somos com um cromossomo cuja sequencia e 1 2 3 
4 5 6 7 8. 

6.16 Em vegetais, os organismos heterozigotos para 
translocagao apresentam aborto de polen de cerca 
de 50%. For que? 

6.17 Um cromossomo de um vegetal tern a sequencia 
A B C D E F e outro tern a sequencia M N O P Q 
R. Uma translocagao reciproca entre esses cro¬ 
mossomos produziu o seguinte arranjo: A B C P 
Q R em um cromossomo e M N O D E F no ou¬ 
tro. Ilustre como seria o pareamento desses cro¬ 
mossomos translocados com os correspondentes 
normals durante a meiose em individuo hetero- 
zigoto. 

6.18 Em Drosophila, os genes bw e st estao localizados nos 
cromossomos 2 e 3, respectivamente. Moscas ho- 
mozigotas para mutagoes bw tern olhos castanhos, 
moscas homozigotas para mutagoes st tern olhos 
escarlate e moscas homozigotas para mutagoes bw 
e st tern olhos brancos. Machos duplamente hete¬ 
rozigotos foram cruzados individualmente com fe- 
meas homozigotas bw, st. Todos os cruzamentos, ex- 
ceto um, produziram quatro classes de prole: tipo 
selvagem, olhos castanhos, olhos escarlate e olhos 
brancos. A unica excegao produziu apenas prole de 
tipo selvagem e olhos brancos. Explique a natureza 
dessa excegao. 

6.19 Um menino de fenotipo normal tern 45 cromosso¬ 
mos, mas sua irma, que tern sindrome de Down, 
tern 46. Sugira uma explicagao para esse paradoxo. 

6.20 Qual e a diferenga entre um cromossomo compos 
to e uma translocagao robertsoniana? 

6.21 Uma femea de Drosophila de corpo amarelo com 
cromossomos X ligados foi cruzada com um macho 
de olhos brancos. Os fenotipos de ambos os pais 
sao causados por mutagoes recessivas ligadas ao X. 
Preveja os fenotipos da prole. 

6.22 Um homem tern cromossomos 21 ligados. Sua mu¬ 
lher e citologicamente normal, qual e a chance de 
que o primeiro filho do casal tenha sindrome de 
Down? 

6.23 A analise dos cromossomos politenicos de tres po¬ 
pulates de Drosophila mostrou tres diferentes se¬ 
quencias de bandeamento em uma regiao do se- 
gundo cromossomo: 


6.13 


6.14 
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Populagao Sequencia de bandeamento 

PI 12345678910 

P2 12398765410 

P3 1 2 3 9 8 5 6 7 4 10 


Explique as relag oes evolutivas entre essas popula- 
goes. 

6.24 Cada uma de seis populagoes de Drosophila em dife- 
rentes regioes geograficas apresentava um arranjo 
de bandas especifico em um dos grandes autosso- 


mos: 

(a) 

12345678 

(b) 

12263478 

(c) 

15432678 

(d) 

14322678 

(e) 

16223478 

(f) 

154322678 


Suponha que o arranjo (a) seja o original. Em que 
ordem provavelmente surgiram os outros arranjos? 
Que tipo de aberragao cromossomica e responsavel 
por cada alteragao? 


6.25 O diagrama a seguir mostra dois pares de cromos- 
somos nos cariotipos de um homem, uma mulher e 
seu filho. O homem e a mulher tern fenotipo nor¬ 
mal, mas a crianga (um menino) tern uma shidro- 
me de anormalidades, entre elas controle motor 
deficiente e comprometimento mental grave. Qual 
e a base genetica do fenotipo anormal da crianga? 
A crianga e hiperploide ou hipoploide para um seg- 
mento de um de seus cromossomos? 


Q 


Q 


r\ 



















5 


H 


0 

- 













\J 



0 





0 

Mae 


r\ r\ 




R R 


\J \J 
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r\ 




h 


0 




0 


c 


Crianca 

r 


6.26 Um camundongo de sexo masculino heterozigoto 
para uma translocagao reciproca entre o cromosso- 
mo X e um autossomo e cruzado com uma femea 
de cariotipo normal. O autossomo que sofreu trans¬ 
locagao tern um gene responsavel pela coloragao da 
pelagem. O alelo no autossomo translocado do ma¬ 
cho e de tipo selvagem, e o alelo no autossomo nao 
translocado e mutante; no entanto, como o alelo 
selvagem e dominante em relagao ao mutante, a 
pelagem do macho e de tipo selvagem (cor escura). 


A femea tem pelagem clara por que e homozigota 
para o alelo mutante do gene determinante da cor. 
Quando a prole do cruzamento e examinada, todos 
os machos tem pelagem clara e todas as femeas tem 
areas de pelagem clara e escura. Explique esses re- 
sultados peculiares. 

6.27 Em Drosophila , os genes autossomicos cinnabar ( cn ) 
e castanho ( bw ) controlam a produgao dos pigmen- 
tos castanho e vermelho dos olhos, respectivamen- 
te. Moscas homozigotas para mutagoes cinnabar 
tem olhos vermelho brilhantes, moscas homozi¬ 
gotas para mutagoes brown tem olhos castanhos 
e moscas homozigotas para mutagoes nesses dois 
genes tem olhos brancos. Um macho homozigoto 
para mutagoes nos genes cn e bw tem olhos ver¬ 
melho brilhantes porque uma pequena duplica- 
gao que tem o alelo selvagem de bw ( bw *) e fixada 
ao cromossomo Y. Se esse macho for cruzado com 
uma femea de cariotipo normal homozigota para 
as mutagoes cn e bw, que tipos de prole serao pro- 
duzidos? 

6.28 Em Drosophila, as mutagoes de asas vestigiais (vg), 
corpo piloso (k) e ausencia de olhos ( ey) sao reces- 
sivas nos cromossomos 2, 3, e 4, respectivamente. 
Os machos de tipo selvagem tratados com raios X 
f oram cruzados com femeas triplamente homozigo¬ 
tas recessivas. Os machos da F (todos com fenoti¬ 
po selvagem) foram submetidos a cruzamento-teste 
com femeas homozigotas recessivas. A maioria dos 
machos da F produziu oito classes de prole em 
proporgoes aproximadamente iguais, como seria 
esperado se houvesse distribuigao independen- 
te dos genes vg h e ey. No entanto, um macho da 
F so produziu quatro classes de prole, cada uma 
delas representando cerca de um quarto do total: 
(1) tipo selvagem, (2) sem olhos, (3) asas vestigiais, 
corpo piloso e (4) asas vestigiais, corpo piloso, sem 
olhos. Que tipo de aberragao cromossomica tem o 
macho excepcional da F x e que cromossomos fo¬ 
ram implicados? 

6.29 O exame citologico dos cromossomos sexuais de 
um homem mostrou que ele tem uma transloca¬ 
gao para insergao. Um pequeno segmento foi de- 
letado do cromossomo Y e inserido no brago curto 
do cromossomo X; esse segmento contem o gene 
responsavel pela diferenciagao do macho (SRY). Se 
esse homem casar com uma mulher de cariotipo 
normal, que tipos de prole tera o casal? 


Geno mica n a Web e m http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


1. Muitas plantas agricolas sao poliploides. Qual foi o 
progresso no sequenciamento dos genomas poliploi¬ 
des da soja ( Glycine max), trigo ( Triticum aestivum ) e 
batata ( Solanum tuberosum )? 


Dica: No site, clique em Genomes and Maps, depois em 
Genome Project e, por fim, em Plant Genomes. Encontre 
cada especie e leia sobre as tentativas permanentes de 
sequenciamento do DNA. 
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2. Quando triplicado, o cromossomo 21, o menor dos 
autossomos no genoma humano, causa a sindrome de 
Down. Quantos pares de nucleotidios estao presentes 
nesse cromossomo? Quantos genes ele contem? 

Dica: Use o Map Viewer para encontrar o cromossomo 21 
e determinar seu tamanho e conteudo genico. 

3. O gene da protema precursora de amiloide, APP, esta 
localizado no cromossomo humano 21. Essa protema 
parece ter um papel importante na etiologia da doenga 
de Alzheimer. Localize o gene APP no idiograma do cro¬ 
mossomo 21 humano. Em que ban da ele esta localizado? 

Dica: Pesquise o APP usando a fungao “Find in This 
View”. Clique no gene destacado para descobrir mais in- 
formagoes sobre ele. 


4. O cromossomo 21, assim como alguns outros cromos¬ 
somos no genoma humano, tern constrigoes secun- 
darias e uma constrigao primaria, situada no centro- 
mero. O material distal a constrigao secundaria - isto 
e, afastado do centromero em diregao a extremidade 
mais proxima do cromossomo - e denominado sate- 
lite. Encontre a constrigao secundaria e o satelite no 
ideograma do cromossomo 21. 

5. As constrigoes secundarias em alguns cromossomos 
contem genes para o RNA ribossomico. Isso ocorre no 
cromossomo 21 humano? 

Dica: Use a fungao Map Viewer para examinar o ideogra¬ 
ma do cromossomo 21. Pesquise os genes de RNA ribos- 
somicos usando a fungao “Find in This View”. 


Ligaqao, Crossing over e 
Mapeamento Cromossomico 
em Eucariotos 


PANORAMA 


Liga^ao, recombina^ao e crossing over 
Mapeamento cromossomico 
Mapeamento citogenetico 
Analise de ligagao em seres humanos 
Recombinaqao e evolu^ao 


Primeiro mapa cromossomico 
do mundo 

A imagem moderna da organizaqao dos cromossomos surgiu de 
Lima combinaqao de estudos geneticos e citologicos. T. H. Mor¬ 
gan estabeleceu os alicerces para esses estudos quando mostrou 
que o gene para olhos brancos em Drosophila estava localizado 
no cromossomo X. Logo depois, os alunos de Morgan mostraram 
que outros genes estavam ligados ao X e, por fim, conseguiram 
localizar cada um desses genes em urn mapa do cromossomo. Esse 
mapa era uma linha reta, na qua! cada gene estava situado em 
determinado ponto, ou locus (Figura 7.1). Portanto, a estrutura 
do mapa indicava que um cromossomo era um simples arranjo 
linear de genes. 

O metodo de mapeamento dos cromossomos foi inventado 
por Alfred H. Sturtevant, aluno de graduaqao que trabalhava no 
laboratorio de Morgan. Uma noite, em 1911, Sturtevant pos de 
lado o dever de algebra para avaliar alguns dados experimentais. 
Antes que o sol nascesse no dia seguinte, ele havia construfdo o 
primeiro mapa cromossomico do mundo. Como Sturtevant conse- 
guiu determinar as localizaqdes de cada gene no mapa? Nenhum 
microscopio era suficientemente eficiente para ver os genes, nem 
havia aparelho preciso o bastante para medir as distances entre 
etes. Na verdade, Sturtevant nao usou instrumentos sofisticados 
em seu trabalho, apenas empregou a analise de dados de cruza- 
mentos experimentais com Drosophila. Seu metodo era simples 
e refinado, e ele explorou um fenomeno que ocorre com regu- 
laridade durante a meiose. Essa metodologia criou as condiqoes 
para todas as tentativas subsequentes de estudar a organizaqao 
de genes em cromossomos. 



A ligaqao entre genes foi descoberta pela primeira vez em experi- 
mentos com ervilhas-de-cheiro. 
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Ligagao, recombinagao e crossing over 


Os genes que estao no mesmo cromossomo seguem 
juntos na meiose; no entanto, os alelos de genes ligados 
podem ser recombinados por crossing over. 

Sturtevant baseou sen me to do de mapeamento no princi- 
pio de que genes situados no mesmo cromossomo devem 
ser herdados juntos. Como esses genes estao fisicamente 
ligados a mesma estrutura, devem seguir unidos durante 



y (corpo amareio) 

sc (cerdas em escudo) 
w (olhos brancos) 

N (asas entaihadas) 

ec (olhos equinos) 

rb (olhos rubi) 


cv (asas sem nervuras transversals) 


ct (asas cortadas) 
sn (cerdas chamuscadas) 


t (corpo bronze) 

Iz (olhos losango) 

ras (olhos de framboesa) 

v (olhos vermelhao) 
m (asas em miniatura) 

s (corpo negro) 
g (olhos granada) 


sd (asas de bordas irregulares) 

r (asas rudimentares) 

f (cerdas bifurcadas) 

B (olhos em barra) 

car (olhos carnacao) 

bb (cerdas curtas) 

Centromero 


■ figura 7 1 Mapa de genes no cromossomo X de Drosophila me- 
lanogaster. 


a meiose. Esse fenomeno e denominado ligagao. Os pri- 
meiros genedcistas nao tinham certeza sobre a natureza 
da ligagao, mas alguns deles, inclusive Morgan e seus alu- 
nos, acreditavam que os genes estavam ligados uns aos 
outros como as contas de um cordao. Assim, e logico que 
esses pesquisadores tinham em mente um modelo linear 
de organ izagao dos cromossomos. 

Os primeiros genedcistas tambem sabiam que a liga- 
gao nao era absoluta. Os dados experimentais mostravam 
que genes no mesmo cromossomo poderiant ser separa- 
dos durante a meiose e que novas combinagoes de genes 
poderiam surgir. Contudo, era diffcil explicar esse feno¬ 
meno, denominado recombinagao, pela leoria genetica 
simples. 

Uma hipotese afirmava que, durante a meiose, quan- 
do havia pareamento dos cromossomos homologos, uma 
troca fisica de material separava e recombinava os genes. 
Essa ideia foi inspirada pela observagao citologica de que 
era possfvel ver os cromossomos em configuragoes de pa¬ 
reamento que sugeriam a permuta de fragmentos entre 
eles. Nos pontos de permuta, os dois homologos cruza- 
vam-se como se cada um deles tivesse sido quebrado e, 
depois, fixado ao outro. Um ponto de cruzamento ( cros¬ 
sing over point) foi denominado quiasma, palavra derivada 
do grego que significa “cruz”. Os genedcistas comegaram 
a usar o termo crossing over para descrever o processo que 
criava os quiasmas - isto e, o processo real de troca entre 
cromossomos pareados. Eles conclufram que a recombi¬ 
nagao - a separagao de genes ligados e a formagao de no¬ 
vas combinagoes genicas — era consequencia do processo 
fisico de crossing over. 

EVIDENCIAS (NICIA1S DA LIGA^AO E 
RECOMB1NACAO 

Algumas das primeiras evidencias da ligagao vie ram de 
experimentos realizados por W. Bateson e R. C. Punnett 
(Figura 7.2). Esses pesquisadores cruzaram variedades de 
ervilhas-de-cheiro com duas caractensticas diferentes, 
cor das flores e comprimento do polen. Plantas de flores 
verm el has e graos de polen longos foram cruzadas com 
plantas de flores brancas e graos de polen curtos. Todas 
as plantas da F tiveram flores vermelhas e graos de polen 
longos, indicando que os alelos para esses dois fenotipos 
eram dominantes. Quando as plantas da F foram auto- 
fertilizadas, Bateson e Punnett observaram uma distribui- 
gao peculiar de fenotipos na prole. Em vez da proporgao 
9:3:3:1 esperada para dois genes de distribuigao inde- 
pendente, obtiveram uma proporgao de 24,3:1,1:1:7,1. 
Podemos ver o trrau de discordancia entre os resultados 

o 

observados e os resultados esperados na parte inferior da 
Figura 7.2. Entre as 803 plantas da F y examinadas, as clas¬ 
ses semelhantes aos pais originais (classes parentais) sao 
super-representadas e as duas outras classes (nao paren¬ 
tais) sao sub-representadas. Em vista dessas discrepancias 
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■ FIGURA 7.2 Experimento de Bateson e Pun nett com ervilhas-de-cheiro. Os resultados na F 2 indicam que nao ha distribute independente 
dos genes para cor das fiores e comprimento do grao de polen. 


obvias, e quase desnecessario calcular o qui-quadrado 
para testar a hipotese de distribuiqao independente das 
duas caracteristicas, cor das fiores e comprimento do 
grao de polen. Evidentemente, eles nao fizeram isso. To- 
davia, inclufmos o calculo do qui-quadrado na Figura 7.2 
apenas para mostrar o quanto os resultados observados 
discordam dos resultados esperados. O valor do qui-qua- 
drado e enorme — muito acima de 7,8, que e o valor criti- 
co para uma distribuiqao de qui-quadrado com tres graus 
de liberdade (ver Tabela 3.2). Consequentemente, preci- 
samos rejeitar a hipotese de distribuiqao independente 
dos genes que determinam a cor das fiores e o compri¬ 
mento do grao de polen. 

Bateson e Punnett apresentaram uma explicaqao com- 
plexa para seus resultados, mas que se mostrou errada. A 
explicaqao correta para a ausencia de distribuiqao inde¬ 
pendente nos dados e que os genes para cor das fiores e 
comprimento do polen estao localizados no mesmo cro- 
mossomo, isto e, estao ligados. Essa explicaqao e apresen- 
tada no diagrama da Figura 7.3. Os alelos dos genes da cor 
das fiores sao R (vermelha) e r (branca), e os alelos do 
gene do comprimento do polen sao L (longo) e l (curto); 
os alelos Re L sao dominantes. (Observe que, por moti- 
vos historicos, os sfmbolos dos alelos sao derivados dos 
fenotipos dominantes, e nao dos recessivos.) Como os 


genes que determinam a cor das fiores e o comprimen¬ 
to do polen estao ligados, esperamos que as plantas da 
F produzam dois tipos de gametas, RLerl. No entanto, 
as vezes havera um crossing over entre os dois genes e seus 
alelos serao recombinados, produzindo dois outros tipos 
de gametas, R l e r L. E claro que a frequencia desses dois 
tipos de gametas recombinantes depende da frequencia 
de crossing over entre os dois genes. 

Bateson e Punnett poderiam ter proposto essa explica¬ 
qao se tivessem realizado um cruzamento-teste em vez de 
um intercruzamento na F . Com um cruzamento-teste, 
a prole revelaria diretamente os tipos de gametas pro- 
duzidos por plantas da F duplamente heterozigotas. 
A Figura 7.4 apresenta a analise desse cruzamento-teste. 
Ervilhas-de-cheiro da F duplamente heterozigotas foram 
cruzadas com plantas homozigotas para os alelos reces- 
sivos de ambos os genes. Entre os 1.000 organismos da 
prole, 920 assemelham-se a uma das linhagens parentais 
e os outros 80 sao recombinantes. Portanto, a frequencia 
da prole recombinante produzida pelas plantas hetero¬ 
zigotas da F e de 80/1.000 = 0,08. Como esse e um cru¬ 
zamento-teste, 0,08 tambem e a frequencia de gametas 
recombinantes produzidos pelas plantas heterozigotas da 
F,. Podemos usar essa frequencia, geralmente denomi- 
nada frequencia de recombinagdo, para medir a intensida- 
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■ FIGURA 7,3 Hipotese de ligagao entre os genes para cor das ftores 
e comprimento do poien em ervilhas-de-cheiro. Nas piantas da F v 
os dois alelos dominantes, Re L, dos genes estao situados no mesmo 
cromossomo; seus alelos recessivos, re l, estao situados no cromos- 
somo ho mo logo. 
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■ FIGURA 7.4 Cruzamento-teste da ligagao entre genes na ervi- 
Iha-de-cheiro. Como a prole recombinante na F 2 representa 8% do 
total, ha ligagao estreita entre os genes que determinam a cor das 
flores e o comprimento do poien. 


de de ligagao entre genes. Os genes com ligagao estreita 
raramente se recombinam, enquanto os genes com liga¬ 
gao frouxa recombinam-se com frequencia. Aqui a fre¬ 
quencia de recombinagao e bastante baixa. Isso significa 
que o crossing over entre os dois genes e muito raro. 

A frequencia de recombinagao de dois genes quais- 
quer nunca e maior que 50%. Esse limite maximo e 
alcangado quando os genes estao em cromossomos di¬ 
ferentes; a recombinagao de 50% e, na verdade, o que 
ocorre quando dizemos que ha distribuigao indepen- 
dente dos genes. For exemplo, suponhamos que os ge¬ 
nes A e B estejam em cromossomos diferentes e que um 
individuo AA BB seja cruzado com um individuo aa bb. 
Depois, faz-se o cruzamento-teste da prole Aa Bb desse 
cruzamento com o genitor recessivo duplo. Em razao 
da distribuigao independente dos genes A e B, a F,, sera 
composta de duas classes (Aa Bb e aa bb), cujos fenodpos 
sao iguais aos dos pais no cruzamento original, e de duas 
classes (Aa bb e aa Bb), com fenotipo recombinante. Alem 
disso, cada classe da F,, ocorrera com uma frequencia de 
25% (ver Figura 5.7). Assim, a frequencia total de prole 
recombinante de um cruzamento-teste de dois genes em 
cromossomos diferentes sera de 50%. Uma frequencia 
de recombinagao inferior a 50% significa que os genes 
estao ligados no mesmo cromossomo. 

Os cruzamentos de genes ligados geralmente sao apre- 
sentados em diagrama para mostrar a fase de ligagao — a 
disposigao dos alelos em individuos heterozigoios (Figu¬ 
ra 7.5). No experimento de Bateson e Punnett com ervi- 
lhas-de-cheiro, as piantas heterozigotas da F receberam 
dois alelos dominantes, Re L, de um genitor e dois alelos 
recessivos, re l, do outro. Assim, escrevemos o genotipo 
dessas piantas R L/r l, em que a barra (/) separa os alelos 
herdados de cada genitor. Outra maneira de interpretar 
essa simbolizagao e dizer que os alelos a esquerda e a direi- 
ta da barra entraram no genotipo em diferentes cromosso¬ 
mos homologos, um de cada genitor. Sempre que todos os 
alelos dominantes estao de um lado da barra, como nesse 
exemplo, o genotipo tern a fase de ligagao de acoplamento. 
Quando os alelos dominantes e recessivos estao divididos 
nos dois lados da barra, como em Rl/rL, o genotipo tern 
a fase de ligagao de repulsdo. Esses termos possibilitam dis- 
tinguir os dois tipos de heterozigotos duplos. 

CROSSING OVER COMO BASE FISICA 
DA RECOMBINACAO 

Os gametas recombinantes sao produzidos em conse- 
quencia do crossing over entre cromossomos homologos. 
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■ FIGURA 7.5 Fases de ligagao de acoplamento e reputsao em hete 
rozigotos duplos. 
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■ FIGURA 7.6 Crossing over como base da recombinagao entre genes. A permuta entre cromossomos pareados durante a meiose produz cro- 
mossomos recombinantes no fim da meiose. 


Nesse processo ha permuta fisica entre os cromossomos, 
como mostra a Figura 7.6. A permuta ocorre durante a pro¬ 
fase da primeira divisao meiotica, depois do pareamento 
dos cromossomos duplicados. Embora haja quatro croma- 
tides homologas, formando uma tetrade, apenas duas par- 
ticipam do crossing overem determinado ponto. Cada uma 
dessas cromatides e quebrada no local do crossing over, e os 
fragmentos se fixam novamente, produzindo os recombi¬ 
nantes. As outras duas cromatides nao sao recombinantes 
nesse local. Portanto, cada crossing over produz duas croma¬ 
tides recombinantes de um total de quatro. 


Observe que apenas duas cromatides participam da 
permuta em determinado ponto. Mas pode haver crossing 
over das outras duas cromatides em outro ponto. Assim, 
existe a possibilidade de multiplas permutas em uma te¬ 
trade de cromatides (Figura 7.7). Por exemplo, pode haver 
duas, tres ou ate quatro permutas separadas, habitualmen- 
te denominadas crossing overs duplo, triplo ou quadruplo. 
(Iremos comen tar o significado genetic o dessas permutas 
adiante neste capitulo.) Observe, porem, que uma permu¬ 
ta entre cromatides-irmas nao produz recombinantes ge- 
neticos porque as cromatides-irmas sao identicas. 


A Crossing over 
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triplo 
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FIGURA 7.1 Consequencias de multiplas permutas entre cromossomos e da permuta entre cromatides-irmas durante a profase I da meiose. 
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Qual e o responsavel pela quebra de cromatides du¬ 
rante o crossing over? As quebras sao causadas por enzimas 
que atuam no DNA das cromatides. As enzimas tambem 
sao responsaveis pelo reparo dessas quebras, isto e, pela 
refixagao dos fragmentos a outra cromatide. Apresenta- 
remos os detalhes moleculares desse processo no Capf- 
tulo 13. 


EVIDENCIAS DE QUE O CROSSING OVER 
CAUSA RECOMBINACAO 

Em 1931, Harriet Creighton e Barbara McClintock obti- 
veram evidencias de que a recombinagao genetica estava 
associada a troca de material entre cromossomos. Crei¬ 
ghton e McClintock estudaram cromossomos homologos 
morfologicamente distinguiveis em milho. O objetivo era 
determinar se havia correlagao entre a permuta fisica en¬ 
tre esses homologos e a recombinagao entre alguns dos 
genes presentes neles. 

Havia duas formas de cromossomo 9 dispomveis para 
analise; uma era normal, e a outra tinha aberragoes cito- 
logicas em cada extremidade — um knob heterocromatico 
em uma extremidade e urn trecho de um cromossomo 
diferente na outra (Figura 7.8). Essas duas formas de cro¬ 
mossomo 9 tambem f'oram marcadas geneticamente para 
detectar a recombinagao. Um gene marcador controlava 
a cor do grao (C, colorido; c, incolor), e o outro controla¬ 
va a textura do grao ( Wx, amilaceo; wx, cereo). Creighton 
e McClintock realizaram o seguinte cruzamento-teste: 



Depois, examinaram a prole recombinante para pes- 
quisar indicios de permuta entre as duas formas diferentes 
de cromossomo 9. Os resultados mostraram que os recom- 
binantes C Wx e cwx tinham um cromossomo com apenas 
um dos marcadores citologicos anormais; o outro marca¬ 
dor anormal havia sido evidentemente perdido por per¬ 
muta com o cromossomo 9 normal na geragao anterior: 



Esses achados eram um forte indicio de que a causa 
da recombinagao era uma permuta fisica entre cromos¬ 
somos pareados. 
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■ FIGURA 7.8 Duas formas de cromossomo 9 no milho usadas nos 
experimentos de Creighton e McClintock. 


QUIASMAS E O MOMENTO DO 
CROSSING OVER 

As evidencias citologicas do crossing over sao observadas 
no final da profase da primeira divisao meiotica, quando 
e possivel ver claramente os quiasmas. Nesse momento, 
os cromossomos pareados repelem-se ligeiramente, man- 
tendo contato proximo apenas no centromero e em cada 
quiasma (Figura 7.9). Essa separagao parcial torna possivel 
con tar com precisao os quiasmas. Como seria de se espe- 
rar, os cromossomos grandes geralmente tem mais quias¬ 
mas que os cromossomos pequenos. Assim, o numero de 
quiasmas e aproximadamente proporcional ao compri- 
mento do cromossomo. 

O surgimento de quiasmas no fim da primeira profa¬ 
se meiotica poderia significar que e nesse momento que 
ocorre o crossing over. No entanto, dados de diferentes 
experimentos sugerem que o crossing over ocorre antes. 
Alguns desses experimentos usaram choque termico 
para alterar a frequencia de recombinagao. Quando os 
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■ figura 73 Dipldteno da meiose no macho do gafanhoto Chorthip- 
pus parallelus. Ha oito autossomos bivaientes e um cromossomo X 
univalente. Cada um dos quatro bivaientes menores tem um quiasma. 
Os demais bivaientes tem dois a cinco quiasmas. 
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choques termicos foram administrados no fim da profa¬ 
se, o efeito foi minimo, mas quando administrados mais 
cedo, a frequencia de recombinagao ioi modificada. As¬ 
sim, o processo responsavel pela recombinagao, o crossing 
over, ocorre no infcio da profase meiotica. Outros dados 
provem de estudos moleculares sobre o momento da sfn- 
tese de DNA. Embora quase todo o DNA seja sintetizado 
durante a interfase que precede o infcio da meiose, uma 
pequena quanddade e produzida durante a primeira 
profase meiotica. Essa sfntese limitada de DNA foi inter- 
pretada como parte de um processo de reparo das cro¬ 
matides fraturadas, que, como ja comentamos, parece es- 
tar associado ao crossing over. Experimentos com controle 
rigoroso dos estagios mostraram que essa sfntese de DNA 
ocorre do infcio ao meio da profase, nunca depois disso. 
Portanto, os dados acumulados sugerem que o crossing 
over ocorre do infcio ao meio da profase, muito antes que 
se possam ver os quiasmas. 

O que, entao, sao os quiasmas e o que significant? A 
maioria dos geneticistas acredita que os quiasmas sao 
apenas vestfgios do processo real de permuta. As cromati- 
des em que houve permuta provavelmente permanecem 


entrelagadas durante a maior parte da profase. Por fim, 
esses entrelagados se desfazem, as cromatides separam-se 
pelo fuso mitotico e vao para polos opostos da celula. 
Portanto, cada quiasma provavelmente representa um 
entrelagado criado porum processo de crossing over mais 
cedo na profase. 

Mas por que existem esses entrelagados? Muitos gene¬ 
ticistas acreditam que os entrelagados criados pelo cros¬ 
sing over sao uma maneira de manter unidos os membros 
de um bivalente durante a profase I. A profase I e prolon- 
gada em alguns organismos. Nas mulheres, por exemplo, 
pode durar ate 40 anos. Sem crossing overs, os homologos 
pareados poderiam separar-se acidentalmente durante 
esse longo perfodo, o que interferiria na disjungao du¬ 
rante a anafase subsequente. Erros na disjungao dos cro- 
mossomos durante a primeira divisao meiotica acabariam 
por produzir gametas aneuploides. Portanto, o crossing 
over parece ser um mecanismo para manter unidos os ho¬ 
rn ologos pareados de modo que, quando houver divisao, 
os homologos sejam distribufdos corretamente entre as 
celulas-filhas. Assim, a possibilidade de nao disjungao e 
reduzida ao minimo e evita-se a aneuploidia nos gametas. 


PONTOS ESSENCIAIS . 

* 


* 


A liga^ao entre genes e detectada pelo desvio do esperado de acordo com o principle de distribui- 
gdo independente de Mendel 

A frequencia de recombinagao mede a intensidade da ligagdo genica. Na ausencia de ligagdo, 
essa frequencia e de 50 %; na ligagdo muito estreita, e de quase zero 

A recombinagao e causada por permuta jisica entre cromossomos homologos pareados no inicio 
da profase da primeira divisao meiotica, depois da duplicagao dos cromossomos 

Em um ponto qualquer ao longo de um cromossomo, so participam do processo de permuta 
(crossing over ) duas das quatro cromatides de uma tetrade meiotica 

No fim da profase I, os crossing overs iomam-se visiveis como quiasmas. 


Mapeamento cromossomico 

E possfvel mapear genes ligados em um cromossomo pelo 
estudo da frequencia de recombina^ao de seus alelos. 

O crossing over durante a profase da primeira divisao 
meiotica tern dois resultados observaveis: 

1. Formagao de quiasmas no final da profase. 

2 . Recombinagao entre genes em lados opostos do ponto 
de crossing over. 

O segundo resultado, porem, so e visto na proxima ge- 
ragao, quando sao expressos os genes nos cromossomos 
recombinantes. 

Os geneticistas constroem mapas cromossomicos por 
contagem do numero de crossing overs que ocorrem duran¬ 
te a meiose. No entanto, como e impossfvel ver o numero 
real de crossing overs, nao e possfvel conta-los diretamente. 
Em vez disso, e preciso estimar o numero de crossing overs 
pela contagem dos quiasmas ou dos cromossomos recom¬ 
binantes. Os quiasmas sao contados por analise citologica, 


enquanto os cromossomos recombinantes sao contados 
por analise genetica. Antes de prosseguirmos, e essencial 
definir o que e distancia em um mapa cromossomico. 

CROSSING OVER COMO MEDIDA DE 
DISTANCIA GENETICA 

A descoberta fundamental de Sturtevantfoi estimar a dis¬ 
tancia entre pontos em um cromossomo pela contagem 
do numero de crossing overs entre eles. Deve haver mais 
crossing overs entre pontos distantes que entre pontos 
proximos. E preciso, porem, compreender o significado 
estatfstico do numero de crossing overs. A chance de cros¬ 
sing over entre dois pontos em determinada celula pode 
ser baixa, mas em uma grande populagao de celulas, e 
provavel que esse crossing over ocorra varias vezes simples- 
mente porque ha muitas oportunidades independentes. 
Assim, a quantidade que realmente precisamos medir e 
o numero medio de crossing overs em determinada regiao 
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■ FIGURA 7.10 Calculo do numero medio de crossing overs entre ge¬ 
nes nos cromossomos isolados da meiose. 


cromossomica. As distancias no mapa genetico sao, na 
verdade, baseadas nessas medias. Essa ideia e importante 
o bastante para justificar uma delinigao formal: a distan- 
cia entre dois pontos no mapa genetico de um cromossomo e o 
numero medio de crossing overs entre eles. 

Uma maneira de compreendermos essa definigao e 
considerar 100 ovogonias em meiose (Figura 7.10). Em al- 
gumas celulas, nao havera crossing overs entre os locais A e 
B; em ontras, havera um, dois ou mais crossing overs entre 
esses loci. No fim da meiose, havera 100 gametas, cada 
um deles contendo um cromossomo com zero, um, dois 
ou mais crossing overs entre A e B. Estimamos a distancia 
no mapa genetico entre esses loci calculando o numero 
medio de crossing overs nessa amostra de cromossomos. O 
resultado desses dados na Figura 7.10 e 0,42. 

Na pratica, nao e possfvel “ver” cada ponto de permu- 
ta nos cromossomos que saem da meiose. Em vez disso, 
deduzimos sua existencia observando a recombinagao 
dos alelos ao seu lado. Um cromossomo no qual houve 
recombinagao de alelos surgiu obrigatoriamente por cros¬ 
sing over. Portanto, a contagem de cromossomos recombi- 
nantes e uma maneira de contar os pontos de crossing aver. 

MAPEAMENTO DE RECOMBINAgAO COM 
UM CRUZAMENTO-TESTE DE DOIS PONTOS 

Para ilustrar a tecnica de mapeamento, consideremos 
o cruzamento-teste de dois pontos na Figura 7.11. As fe- 
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■ FIGURA 7.11 Experimento com dois genes ligados, vg (asas vesti¬ 
giais) e b (corpo preto), em Drosophila. 


meas de Drosophila de tipo selvagem foram cruzadas com 
machos homozigotos para duas mutagoes autossomicas 
- vestigial (vg), que produz asas curtas, e black ( b ), que 
produz corpo preto. Todas as moscas da F tinham asas 
longas e corpos cinza; assim, os alelos selvagens (vg + e & T ) 
sao dominantes. Em seguida, fez-se o cruzamento-teste 
das femeas da F com machos de corpo preto e asas cur¬ 
tas, e a prole da F foi classificada por fenotipo e contada. 
Como mostram os dados, ha quatro classes lenotfpicas, 
duas abundantes e duas raras. As classes abundantes ti¬ 
nham o mesmo fenotipo que os pais originais, e as classes 
raras tinham fenotipo recombinante. Sabemos que os ge- 
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nes vestigial e black estao ligados porque os recombinan- 
tes sao muito menos de 50% da prole total. Portanto, e 
obrigatorio que esses genes estejam no mesmo cromos- 
somo. Para determinar a distancia entre eles, e precise 
estimar o numero medio de crossing overs nos gametas 
das femeas heterozigotas duplas da F . Podemos fazer 
isso calculando a frequencia de moscas recombinantes 
na F, e observando que cada mosca desse tipo herdou 
um cromossomo cm que houve um crossing over entre vg 
e b. Portanto, o numero medio de crossing overs em toda a 
amostra da prole e 

nao recombinantes recombinantes 

(0) X 0,82 + (1) X 0,18 = 0,18 

Nessa expressao, o numero de crossing avers em cada clas- 
se de moscas esta entre parenteses; o outro numero e a 
frequencia dessa classe. Obviamente, a prole nao recom- 
binante nao acrescenta cromossomos em crossing over aos 
dados, mas nos a inclufmos no calculo para enfatizar que 
e preciso calcular o numero medio de crossing overs usan- 
do todos os dados, nao so os dados dos recombinantes. 

Essa analise simples indica que, em media, 18 de 
100 cromossomos isolados da meiose tinham um crossing 
over entre vg e b. Assim, vg e b estao separados por 18 
unidades de mapa genetico. As vezes, os geneticistas cha- 
mam a unidade de mapa de centiMorgan, abreviado como 
cM, em liomenagem a T. H. Morgan; 100 centiMorgans 
correspondent a um Morgan (M). Portanto, podemos di- 
zer que vg e b estao distantes 18 cM (ou 0,18 M). Note 
que a distancia no mapa e igual a frequencia de recom- 
binagao, escrita na forma de porcentagem. Mais tarde, 
veremos que, quando se aproxima de 0,5, a frequencia 
de recombinagao subestima a distancia no mapa. Teste 
sua compreensao dos prinefpios do mapeamento de re¬ 
combinagao acompanhando o exerefeio do Boxe Resol- 
va!: Mapeamento de dois genes com dados do cruzamen- 
to-teste. 

MAPEAMENTO DE RECOMBINAGAO 
COM UM CRUZAMENTO-TESTE DE 
TRES PONTOS 

Tambem podemos usar o mapeamento de recombinagao 
com dados dos cruzamentos-teste com participagao de 
mais de dois genes. A Figura 7.12 ilustra um experiment© 
de C. B. Bridges e T. M. Olbrycht, que cruzaram machos 
de Drosophila de tipo selvagem com femeas homozigotas 
para ties mutagoes recessivas ligadas ao X - cerdas scute 
(em escudo [.sc]), olhos echinus (equinos [ cc\ ) e asas cros¬ 
sveinless (sent nervuras transversals [cv]). Em seguida, in- 
tercruzaram a prole da F para produzir moscas F„, que 
classificaram e contaram. Observamos que as femeas da 
F, nesse intercruzamento tinham as ties mutagoes reces¬ 
sivas em um de seus cromossomos X e os alelos selvagens 
dessas mutagoes no outro cromossomo X. Alem disso, 
os machos da F, tinham as tres mutacoes recessivas no 
unico cromossomo X. Assim, esse intercruzamento foi 
equivalente a um cruzamento-teste no qual os ti es genes 


Resolva! 


Mapeamento de dois genes com dados do 
cruzamento-teste 

No milho, o gene para cor da folha tem dois alelos, g recessivo 
para folhas verdes e G dominante para folhas roxas, e o gene 
para altura do caule tem dois alelos, s recessivo para caule baixo 
e 5 dominante para caule alto. Uma planta de folhas verdes e 
caule baixo foi cruzada com outra de folhas roxas e caule alto. 
Todas as plantas da F. desse cruzamento apresentaram folhas 
roxas e caules altos. Quando retrocruzadas com plantas de fo- 
thas verdes e caules baixos, produziram uma F z na qual, em um 
total de 200 plantas, observaram-se quatro classes fenotipicas: 

(1) folhas verdes, caules baixos, 75; (2) folhas roxas, caules al¬ 
tos, 79; (3) folhas verdes, caules altos, 24; e (4) folhas roxas, 
caules baixos, 22. (a) Qual e a evidencia da ligagao entre os 
genes para cor das folhas e altura do caule? (b) Qual e a fase de 
ligagao dos alelos dominante e recessivo desses dois genes nas 
plantas da F? (c) Entre as plantas da F 2 , qual e a frequencia de 
recombinagao? (d) Qual e a distancia em centiMorgans entre 
os genes da cor das folhas e altura do caule? 

► Leia a resposta do probtema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 

nas femeas da F estavam presentes na configuragao em 
acoplamento. 

As moscas da F„ do intercruzamento eram de oito clas¬ 
ses fenotipicas, duas parentais e seis recombinantes. As 
classes parentais eram, sem duvida, as mais numerosas. 
As classes recombinantes, menos numerosas, represen- 
tavam diferentes tipos de cromossomos produzidos por 
crossing over. Para idendficar os crossing overs que produ¬ 
ziram cada tipo de recombinante, precisamos primeiro 
determinar a ordem dos genes no cromossomo. 

o 

Determinagao da ordem dos genes 

Existem tres ordens de genes possfveis: 

1. sc—ec—cv 

2. ec—se—cv 

3. ec—cv—sc 

Outras possibilidades, como cv—ec-sc, sao iguais a uma 
dessas porque nao ha distingao entre as extremidades 
esquerda e direita do cromossomo. Qual das ordens e a 
certa? 

Para responder a essa pergunta, precisamos analisar 
meticulosamente as seis classes recombinantes. Quatro 
delas forain produzidas obrigatoriamente por um crossing 
over simples em uma das duas regioes delimitadas pelos 
genes. As outras duas foram produzidas obrigaloriamen- 
te por crossing over duplo - uma permuta em cada uma 
das duas regioes. Como um crossing over duplo altera o 
gene do meio em relagao aos marcadores geneticos de 
cada lado dele, temos, em prinerpio, um metodo para 
determinar a ordem dos genes. Intuidvamente, tambem 
sabemos que um crossing over duplo deve ser muito menos 
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Asas sem nervuras transversals 


Tipo setvagem 




Bridges e Olbrycht 
cruzaram moscas 
diferentes em relacao 

p 

a tres genes ligados ao X. 







Tipo setvagem 


sc 


ec 


cv 
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sc ec cv 
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Ob' 


A prole foi intercruzada - 
neste caso, o equivalente 
a urn cruzamentoteste - 
para estimar o grau de 
recombinacao nas femeas 

p 

heterozigotas triplas. 


sc* 

ec* cv + v / 





Classe 

Fenotipo 

Genot/po do 
cromossomo X 
de heranca materna 

T 

Numero 

observado 

1 

Cerdas em escudo, olhos equinos, 
asas sem nervuras transversais 

SC 

ec 

cv 

1.158 

2 

Tipo selvagem 

sc + 

ec* 

cv* 

1.455 

3 

Cerdas em escudo 

sc 

ec+ 

cv* 

163 

4 

Cerdas em escudo, asas sem 
nervuras transversais 

sc + 

ec 

cv 

130 

5 

Cerdas em escudo, olhos equinos 

sc 

ec 

cv* 

192 

6 

Asas sem nervuras transversais 

sc* 

ec+ 

cv 

148 

7 

Cerdas em escudo, asas sem 
nervuras transversais 

sc 

ec+ 

cv 

1 

8 

Olhos equinos 

sc + 

ec 

cv* 

1 






Total: 3.248 


■ FIGURA 7 2 Cruzamenfo de tres pontos de Bridges e Olbrycht com os genes ligados ao Xsc (cerdas em escudo), ec (olhos equinos) e cv (asas 
sem nervuras transversais) em Drosophila. Dados retirados de Bridges, C. B., e Olbrycht,T. M., 1926. Genetics 11:41. 


frequente que urn crossing otwsimples. Consequentemen- 
te, entre as seis classes recombinantes, as duas raras tem 
de representar os cromossomos com crossing over duplo. 

Em nossos dados, as classes de crossing over duplo, raras, 
sao 7 (sc ec + cv) e 8 (sc + ec cv + ), cada uma delas com apenas 
uma mosca (Figura 7.12). Comparando essas classes com 
as classes parentais 1 (sc ec cv) e 2 (sc + ec + cv + ), verificamos 
que o alelo echinus foi trocado em reiacao a scute e cross¬ 
veinless. Consequentemente, o gene echinus tem de estar 


localizado entre os outros dois. Assim, a ordem correta 
dos genes e (1) sc-ec-cv. 

Calculo das distancias entre genes 

Estabelecida a ordem dos genes, podemos determinar as 
distancias entre genes adjacentes. Mais uma vez, o meto- 
do e calcular o numero medio de crossing overs em cada 
regiao cromossomica (Figura 7.13). 
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■ FIGURA 7.13 Calculo de distancias de mapa genetico a partir dos dados de Bridges e Olbrycht. A distancia entre cada par de genes e obtida 
por estimativa do numero medio de crossing overs. 
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Podemos obter o comprimento da regiao entre sc e 
ec identificando as classes recombinantes em que havia 
crossing over entre esses genes. Existem quatro dessas clas¬ 
ses: 3 (sc ec + cv + ), 4 (sc~ ec cv), 7 (sc ec + cv) e 8 (sc + ec cv + ). 
As classes 3 e 4 tiveram um crossing over simples entre sc e 
ec, e as classes 7 e 8 tiveram dois crossing overs, um entre 
sc e ec e outro entre ec e cv. Portanto, podemos usar as 
frequencias dessas quatro classes para estimar o numero 
medio de crossing overs entre sc e ec. 


Classe 3 Classe 4 Classe 7 Classe 8 
163 + 130 + 1 + 1 

Total 


295 

3.248 


0,091 


Assim, a cada 100 cromossomos originados da meiose nas 
f'emeas da F , 9,1 tinham um crossing over entre sc e ec. 
Portanto, a distancia entre esses genes e de 9,1 unidades 
de mapa (ou, se preferir, 9,1 centiMorgans). 

Da mesma maneira, podemos calcular a distancia en¬ 
tre ec e cv. Quatro classes recombinantes apresentavam 
um crossing over nessa regiao: 5 (sceccv + ), 6 (sc + ec~ cv), 7 e 
8. Os recombinantes duplos tambem estao incluidos aqui 
porque um dos dois crossing overs ocorreu entre ec e cv. A 
frequencia total dessas quatro classes e: 


Classe 5 Classe 6 Classe 7 Classe 8 
192 + 148 + 1 + 1 

Total 


342 

3.248 


0,105 


Consequentemente, ece cv estao distantes 10,5 unidades 
de mapa. 

Combinando os dados acerca das duas regioes, obte- 
mos o mapa 

.sc-9,1 —ec— 10,5-ny 

As distancias de mapa calculadas dessas formas sao adi- 
tivas. Assim, e possfvel estimar a distancia entre sc e cv 
somando os comprimentos dos dois intervalos entre eles 
no mapa: 

9,1 cM + 10,5 cM = 19,6 cM 


Tambem podemos fazer essa estimativa calculando di- 
retamente o numero medio de crossing overs entre esses 
genes: 


Classes sem 
crossing over 

1 e 2 

(0) X 0,805 


Classes com 
crossing over 
simples 

3, 4, 5 e 6 

+ (1) X 0,195 + 


Classes com 
crossing over 
duplo 

7 e 8 

(2) X 0,0006 = 0,196 


Aqui o numero de crossing overs e apresentado entre pa- 
renteses, e seu multiplicador e a frequencia combinada 
das classes com esse numero de crossing overs. Em outras 
palavras, cada classe recombinante contribui para a dis¬ 
tancia de mapa de acordo com o produto de sua fre¬ 
quencia e o numero de crossing overs que representa. 

Bridges e Olbrycht estudaram sete genes ligados ao X 
em seu experimento de recombinagao: sc, ec, cv, ct (asas 
cortadas [cut ]), v (olhos vermelhao [ vermilion ]), g (olhos 
granada [garnet]) e/(cerdas bifurcadas [forked]). Calcu¬ 


lando as frequencias de recombinagao entre cada par de 
genes adjacentes, eles constrmram um mapa de um gran¬ 
de segmento do cromossomo X (Figura 7.14) ; sc estava em 
uma extremidade, e /na outra. Todos os sete genes que 
Bridges e Olbrycht estudaram eram, na verdade, marca- 
dores de sftios especificos no cromossomo X. Somando 
todos os intervalos de mapa entre esses marcadores, eles 
estimaram que o comprimento total do segmento mape- 
ado era 66,8 cM. Assim, o numero medio de crossing overs 
nesse segmento era 0,668. 


fnterferencia e coeficiente de coincidencia 

O cruzamento de tres pontos tern uma importante van- 
tagem em relagao ao cruzamento de dois pontos: torna 
possfvel detectar crossing overs duplos e determinar se as 
permutas em regioes adjacentes sao independentes. Por 
exemplo, um crossing over na regiao entre sc e ec (regiao I 
no mapa do cromossomo X) e independente de um cros¬ 
sing over na regiao entre ece cv (regiao II)? Ou um crossing 
otter inibe a ocorrencia de outro proximo dele? 

Para responder essas perguntas, e preciso calcular a 
frequencia esperada de crossing overs duplos, com base no 
conceito de independence. Podemos fazer isso multipli- 
cando as frequencias de crossing over para duas regioes 
cromossomicas adjacentes. Por exemplo, na regiao I do 
mapa de Bridges e Olbrycht, a frequencia de crossing over 
foi (163 + 130 + 1 + l)/3.248 = 0,091, e na regiao II foi 
(192 + 148 + 1 + 1 )/3.248 = 0,105. Na hipotese da inde¬ 
pendence, a frequencia esperada de crossing overs duplos 
no intervalo entre see cv seria, portanto, 0,091 X 0,105 - 
0,0095. Agora podemos comparar essa frequencia a fre¬ 
quence observada, que foi de 2/3.248 = 0,0006. Crossing 
overs duplos entre sc e cv eram muito menos frequentes 
que o esperado. Esse resuledo sugere que um crossing 
over inibia a ocorrencia de outro proximo, um fenomeno 
denominado interferencia. O grau de interference e medi- 
do habitualmente pelo coeficiente de coincidencia, c, que e a 
razao entre a frequencia observada e a frequencia espe¬ 
rada de crossing overs duplos: 



frequencia observada de crossing overs duplos 
frequencia esperada de crossing overs duplos 
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Cromossomo X de DrosopMa 

■ FIG lira 7.1* Mapa de Bridges e Olbrycht de sete genes ligados ao 
X em Drosophila. As distancias sao apresentadas em centiMorgans. 
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O m'vel de interferencia, cujo sfmbolo e I, e calculado 
por I- 1 - c - 0,937. 

Como liesse exemplo o coeficiente de coincidencia e 
proximo de zero, o valor mfnimo possfvel, a interferencia 
era muito forte (/esta proximo de 1). No outro extremo, 
um coeficiente de coincidencia igual a um implicaria au- 
sencia de interferencia; isto e, significaria que os crossing 
overs foram independentes. 

Muitos estudos mostraram que a interferencia e forte 
quando as distancias no mapa sao menores que 20 cM; 
assim, raramente ha crossing overs duplos em regioes cro- 
mossomicas curtas. No entanto, em regioes longas, a 
interferencia enfraquece ate o ponto em que os crossing 
overs ocorrem de maneira mais ou menos independente. 
Portanto, o grau de interferencia e uma fungao da dis¬ 
tancia no mapa. 

Uma vez construfdo o mapa genetico, e possfvel usa-lo 
para prever os resultados dos experimentos. Veja como 
sao feitas as previsoes baseadas em mapa acompanhando 
o Problema resolvido: Uso do mapa genetico para prever 
o resultado de um cruzamento. 

FREQUENCIA DE RECOMBINAGAO E 
DISTANCIA NO MAPA GENETICO 

Nas segoes anteriores, abordamos a construgao de mapas 
cromossomicos a parlir de dados sobre a recombinagao 
de marcadores geneticos. Esses dados tornam possfvel 
deduzir onde ocorreram os crossing overs em uma amos- 
tra de cromossomos. Localizando e con tan do esses cros¬ 


sing overs , e possfvel estimar as distancias entre os genes e 
representa-los em um mapa cromossomico. 

Esse metodo e eficaz desde que os genes estejam bem 

proximos. Quando estao afastados, porem, a frequencia 

de recombinagao pode nao refletir a verdadeira distan- 

cia no mapa (Figura 7.15). Consideremos, por exemplo, os 

genes nas extremidades do mapa do cromossomo X fei- 

to por Bridges e Olbrycht; sc, na extremidade esquerda, 

estava 66,8 cM distante de f na extremidade direita. No 

entanto, a frequencia de recombinagao entre see fern de 

50%, o valor maximo possfvel. Usando essa frequencia 

para estimar a distancia no mapa, concluirfamos que sc 

>■ 

e /estavam distantes 50 unidades de mapa. E claro que a 
distancia calculada pela soma dos comprimentos das re¬ 
gioes interpostas no mapa, 66,8 cM, e muito maior. 

Esse exemplo mostra qtte a verdadeira distancia gene- 
tica, que depende do numero medio de crossing overs em 
um cromossomo, pode ser muito maior que a frequencia 
de recombinagao observada. Pode haver multiplos cros¬ 
sing overs entre genes muito afastados, e alguns deles po- 
dem nao produzir cromossomos geneticamente recom- 
binantes (Figura 7.16). Para verificar isso, vamos supor 
que haja um crossing over simples entre duas cromatides 
em uma tetrade, causando a recombinagao dos marca¬ 
dores geneticos flanqueadores. Se houver outro crossing 
over entre essas mesmas duas cromatides, os marcadores 
flanqueadores voltarao a configuragao original; na pra- 
tica, o segundo crossing over anula o efeito do primeiro, 
reconvertendo as cromatides recombinant.es em nao re¬ 
coin binantes. Assim, aindaque tenha havido dois crossing 


PROBLEMA RESOLVIDO 


Uso do mapa genetico para prever o resultado de um cruzamento 


PROBLEMA 

Os genes r, s e t estao no meio do cromossomo X de Drosophila ; 
r esta 15 cM a esquerda de s, e t esta 20 cM a direita de s. Nessa 
regiao, o coeficiente de coincidencia (c) e 0,2. Um geneticista quer 
criar um cromossomo X que tenha os alelos mutantes recessivos 
dos tres genes. Um estoque e homozigoto para re t, e o outro e 
homozigoto para s. Cruzando os dois estoques, o geneticista obtem 
femeas que sao heterozigotos triples, r s^ tfr + s t + ■ Essas femeas 
sao, entao, cruzadas com machos de tipo selvagem. Se o geneticista 
examinar 10.000 filhos machos dessas femeas, quantos deles serao 
mutantes triplos, rst ? 

FATOS E CONCEITOS 

1. Quando os intervalos no mapa sao pequenos {< 20 cM), a dis¬ 
tancia no mapa e igual a frequencia de um crossing over simples 
no intervalo. 

2. O coeficiente de coincidencia e igual a razao frequencia obser- 
vada/frequencia esperada de crossing overs duplos. 

3. A frequencia esperada de crossing overs duplos e calculada com 
base na suposigao de que os dois crossing overs sao independentes. 

4. Os machos herdam o cromossomo X das maes. 


ANALISE E SOLUQAO 

Os machos mutantes triplos so sao produzidos se houver um cros¬ 
sing over duplo nas femeas rs + t/r + s t + cruzadas com machos de 
tipo selvagem. A frequencia desses crossing overs duplos e uma 
fungao das duas distancias no mapa (15 cM e 20 cM) e do nivel 
de interferencia, medido pelo coeficiente de coincidencia (aqui c 
= 0,2), Como c = frequencia observada/frequencia esperada de 
crossing overs duplos, podemos calcular a frequencia observada 
de crossing overs duplos depois de uma reorganizagao algebrica 
simples: frequencia observada de crossing overs duplos = c X fre¬ 
quencia esperada de crossing overs duplos. A frequencia espera¬ 
da de crossing overs duplos e calculada a partir das distancias no 
mapa, supondo-se que os crossing overs nos intervalos adjacentes 
do mapa sejam independentes: 0,15 x 0,20 - 0,03. Assim, em 
10.000 filhos machos, 0,2 X 3% devem ter um cromossomo X 
que teve um crossing over entre os genes re s e outro crossing over 
entre os genes s e t. No entanto, apenas metade desses 60 filhos 
- isto e, 30 - terao o cromossomo X mutante triplo; os outros 30 
terao o tipo selvagem triplo. 
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■ FIGURA 7.15 Discrepancia entre a distancia de mapa e a porcen- 
tagem de recombinagao. A distancia de mapa entre os genes sc e /e 
maior que o porcentual observado de recombinagao entre eles. 
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overs nessa te trade, nenhuma das cromatides dela sera re- 
combinante para os marcadores flanqueadores. 

Esse segundo exemplo mostra que um crossing over du- 
plo nao pode contribuir para a frequencia de recombi¬ 
nagao, embora contribua para o numero medio de per* 
mutas em um cromossomo. Um crossing over quadruplo 
teria o mesmo efeito. Essas e outras permutas multiplas 
sao responsaveis pela discrepancia entre a frequencia de 
recombinaqao e a distancia no mapa genetic o. Na prati- 
ca, essa discrepancia e pequena quando a distancia e in¬ 
ferior a 20 cM. Nessas distancias, a interferencia e grande 
o suficiente para inibir quase tod as as permutas multi¬ 
plas, e a frequencia de recombinagao e uma boa estima- 
tiva da verdadeira distancia genetica. Quando a distancia 
e maior que 20 cM, essas duas quantidades divergem, 
principalmente porque se torna muito mais provavel a 
ocorrencia de permutas multiplas. A Figura 7.17 mostra a 
relagao matematica entre a frequencia de recombinagao 
e a distancia no mapa genetico. 


■ FIGURA 7At Consequencias do crossing over duplo 
entre dais toci. Os cromossomos recombinantes sao 
indicados por um asterisco. (A) Os crossing overs du- 
plos de dois filamentos produzem apenas cromosso¬ 
mos nao recombinantes. (B) Crossing overs duplos de 
tres filamentos produzem metade dos cromossomos 
recombinantes e metade nao recombinantes. (C) Os 
crossing overs duplos de quatro filamentos produzem 
apenas cromossomos recombinantes. 
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■ FIGURA 7 Retagao entre a frequencia de recombinagao e a distancia no mapa genetico. Abaixo de 20 cM, ha uma relagao aproximadamen- 
te linear entre a porcentagem de recombinagao e a distancia no mapa; acima de 20 cM, a porcentagem de recombinagao subestima a distancia 
no mapa. 


PONTOS ESSENCIAIS • Os mapas geneticos de cromossomos sac baseados no numew medio de crossing overs ocorri- 

dos durante a meiose 

• As distancias no mapa genetico sdo estimadas pelo cdlculo da frequencia de recombinagao 
entre genes em cruzamentos experimental 

• Frequencies de recombinagao abaixo de 20% estimam diretamente a distancia no mapa; no 
entanto, frequencies de recombinagao acima de 20% subestimam a distancia no mapa porque 
crossing overs multiples nem sempre produzem cromossomos recombinantes. 


Mapeamento citogenetico 

Os geneticistas desenvolveram tecnicas de localizagao 
dos genes nos mapas citologicos dos cromossomos. 

O mapeamento da recombinagao torna possfvel identificar 
as posigoes relativas dos genes usando a frequencia de cros¬ 
sing aver como medida de distancia. No entanto, nao possi- 
bilita a localizagao de genes em relagao aos pontos de re¬ 
ferenda citologicos, como bandas, nos cromossomos. Esse 
tipo de localizagao requer outro procedimento, com estudo 
dos efeitos fenotipicos de rearranjos cromossomicos, como 
delegoes e duplicagoes. Como e possfvel reconhecer dtolo- 
gicamente esses tipos de rearranjos, pode-se correlacionar 
seus efeitos fenotipicos a determinadas regioes ao longo de 
um cromossomo. Se for possfvel associar esses efeitos feno¬ 
tipicos a genes j a posicionados em um mapa de recombina¬ 
gao, podem-se vincular as posigoes desses genes no mapa a 
locais no mapa citologico de um cromossomo. Esse proces- 
so de mapeamento citogenetico foi totalmente desenvolvido no 
estudo genetico de Drosophila, cujos grandes cromossomos 
politenicos com bandas oferecem aos pesquisadores mapas 
citologicos com detalhes extraordinarios. 

LOCALIZACAO DE GENES COM O 
AUXILIO DAS DELECOES E DUPLICACOES 

Tomemos como exemplo de mapeamento citogenetico 
as tecnicas de localizagao do gene white ligado ao X de 


Drosophila, uma copia de tipo selvagem necessaria para 
pigmentagao dos olhos. Esse gene ocupa a posigao 1,5 do 
mapa, perto de uma extremidade do cromossomo X. 
Mas esta perto de qual das duas extremidades? E a que 
distancia, em termos citologicos, esta dessa extremidade? 
Para responder a essas perguntas, precisamos encontrar 
a posigao do gene white no mapa citologico do cromosso¬ 
mo X politenico. 

Um metodo e produzir moscas heterozigotas para 
uma mutagao nula recessiva do gene white ( w) e uma de- 
legao (ou deficiencia, geralmente simbolizada por Df) 
citologicamente definida em parte do cromossomo X 
(Figure 7.18). Esses heterozigotos w/Df servem como teste 
funcional para localizar o gene white e m relagao a deficien¬ 
cia. Se o gene white tiver sido deletado do cromossomo Df 
entao os heterozigotos w/Df nao serao capazes de produ¬ 
zir o pigmento do olho porque nao terao uma copia ativa 
do gene white em nenhum dos cromossomos X. Portanto, 
os olhos dos heterozigotos w/Df serao brancos (o fenotipo 
mutante). Se, porem, o gene white nao tiver sido deletado 
do cromossomo Df, os heterozigotos w/Df terao um gene 
white ativo em algum lugar desse cromossomo, e seus olhos 
serao vermelhos (o fenotipo selvagem). Portanto, o exa- 
me dos olhos dos heterozigotos w/Df torna possfvel deter- 
minar se uma deficiencia especffica deletou o gene white. 
Caso isso tenhaacontecido, e preciso localizar o gene white 
dentro dos limites dessa deficiencia. 
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Genotipo w/Df Fenotipo 



iv 




Olhos vermelhos 


Df nao exclui o gene w 1 -. 


■ FIGURA 7.18 Princfpios de mapeamento de delegao para localizar 
um gene em cromossomo de Drosophila. O gene white no cromosso- 
mo X, definido pela mutagao recessiva w que causa olhos brancos, e 
usado como exemplo. 


Diferentes deficiencias do cromossomo X possibilita- 
ram que os pesquisadores localizassem o gene white perto 
da extremidade esquerda do cromossomo X (Figura 7.19) . 
Cada deficiencia foi combinada a uma mutagao white re¬ 
cessiva, mas so uma das deficiencias, Df( 1 )w^ 1 , produziu 
olhos brancos. Como essa deficiencia “revela” a mutagao 
white, sabemos que o gene white esta obrigatoriamente 
localizado no segmento do cromossomo que ela deleta, 
isto e, entre as bandas 3A1 e 3C2 do cromossomo polite- 
nico. Em deficiencias men ores, o gene white foi localiza¬ 
do na banda 3C2 do cromossomo politenico, perto do 
limite direito de Df(l)w r h. 


Tambem podemos usar duplicagoes para identificar 
a localizagao citologica dos genes. O procedimento e se- 
melhante ao que emprega delegoes, exceto por pesqui- 
sarmos uma duplicagao que mascara o fenotipo de uma 
mutagao recessiva. A Figura 7.20 mostra um exemplo de 
uso de duplicagoes de pequenos segmentos do cromos¬ 
somo X que foram translocados para outro cromosso¬ 
mo. Apenas uma dessas duplicagoes, Dp2, mascara — ou, 
como gostam de dizer os geneticistas, “cobre” - a muta¬ 
gao white; assim, ele tern obrigatoriamente uma copia de 
tipo selvagem de white. Isso localiza o gene white entre 
as segoes 2D e 3D no cromossomo X politenico, o que 
e compatfvel com os resultados dos testes de delegao ja 
expostos. 

As delegoes e duplicagoes foram extraordinaria- 
mente liteis para localizar genes nos mapas citologi- 
cos de cromossomos de Drosophila. O principio basico 
no mapeamento da delegao e que uma delegao que revela 
uma mutagao recessiva nao tern uma copia de tipo sel¬ 
vagem do gene mutante. Esse fato localiza esse gene 
dentro dos limites da delegao. O principio basico no 
mapeamento da duplicagao e que uma duplicagao que 
cobre uma mutagao recessiva contem obrigatoriamente 
uma copia de tipo selvagem do gene mutante. Esse fato 
localiza esse gene dentro dos limites da duplicagao. 
Teste sua capacidade de localizar genes com base em 
deficiencias e duplicagoes acompanhando o exercfcio 
do Boxe Resolva!: Mapeamento citologico de um gene 
de Drosophila. 
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A cor mutante dos olhos observada em Dffl!w rJ1 indica que o gene white esta entre os 
pontos de quebra da deficiencia nas bandas 3A1 e 3C2 no cromossomo X. 

■ FIGURA 7.19 LocaLizagao do gene white no cromossomo X de Drosophila por mapeamento de delegao. Os pontos de quebra de deficiencia 
sao apresentados usando as coordenadas do mapa citologico de Bridges do cromossomo X politenico. 
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A cor dos othos de tipo setvagem observada em Dp2 indica que o 
gene white esta entre os pontos de quebra da duplicacao nas 
regioes 2D e 3D no cromossomo X. 

■ figura 7 20 Localizagao do gene white no cromossomo X de Dro¬ 
sophila por mapeamento de duplicagao. Cada duplicagao e um seg- 
mento do cromossomo X que foi translocado para outro cromosso¬ 
mo. Para simplificar, porem, o outro cromossomo nao e mostrado. Os 
pontos de quebra da duplicagao sao apresentados por meio das coor- 
denadas do mapa citologico de Bridges do cromossomo X politenico. 

distAncia genetica e 

DISTANCIA FfSICA 

Os procedimentos para medida da distancia genetica 
e conslrugao de mapas de recombinagao sao baseados 
na incidencia de crossing over entre cromossomos parea- 
dos. Intuitivamente, espera-se que os cromossomos lon- 
gos tenliam mais crossing overs que os curtos e que essa 
relacao seja refletida no comprimento de sens mapas 
geneticos. Na maioria das vezes, nossa hipotese e verda- 



Mapeamento citologico de um 
gene de Drosophila 


Uma mutagao recessiva ligada ao X produz olhos castanhos em 
Drosophila hemizigota ou homozigota para ele; os olhos das 
moscas de tipo selvagem sao vermelhos. Um geneticista produ- 
ziu femeas que tinham essa mutagao recessiva em um de seus 
cromossomos X; o outro cromossomo X tinha uma delegao cito- 
logicamente defintda. O geneticista tambem produziu machos 
que tinham a mutagao de olhos castanhos em seu cromossomo 
X; o cromossomo Y nesses machos tinha uma duplicagao citolo- 
gicamente definida de um pequeno segmento do cromossomo 
X. A extensao de cada delegao e duplicagao e mostrada adiante 
em relagao a um mapa de 14 bandas no cromossomo X polite¬ 
nico. Todas as femeas com mutagao/delegao e todos os machos 
com mutagao/duplicagao foram classificados de acordo com a 
cor dos olhos. A partir dos resultados, localize o gene da cor do 
olho no menor intervalo possivel no mapa citologico. 
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deira; no entanto, algumas regioes de um cromossomo 
sao mais propensas ao crossing over que outras. Assim, as 
distancias no mapa genetico nao correspondent exata- 
mente as distancias ffsicas no mapa citologico do cro- 
mossomo (Figura 7.21). E menos provavel que o crossing 
over ocorra perto das extremidades de um cromossomo 
e tambem proximo do centromero; por isso, essas re- 
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■ FIGURA 7.21 Extremidade 
esquerda do cromossomo X 
politenico de Drosophila e a 
porgao correspondente do 
mapa genetico mostrando 
os genes para corpo a ma¬ 
re lo (y), olhos brancos (w), 
olhos equinos (ec), asas 
cortadas (ct) e cerdas cha- 
muscadas (sn). 
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gioes estao condensadas no mapa genetico. Outras re- 
gioes, nas quais os crossing overs sao mais frequentes, es¬ 
tao expandidas. 

Embora nao haja relagao uniforme entre distancia fi- 
sica e genetica, os mapas geneticos e citologicos de um 


cromossomo sao colineares; isto e, locais especificos tem 
a mesma ordem. Portanto, o mapeamento de recombina- 
gao revela a verdadeira ordem dos genes ao longo de um 
cromossomo. No entanto, nao mostra as distancias fisicas 
reais entre eles. 


PONTOS ESSENCIAIS • Em Drosophila, os genes podem ser localizados em mapas dos cromossomos politenicos por 

combinagdo de mutagdes recessivas com delegoes e duplicagoes citologicamente definidas 

• Uma delegdo revela o fenotipo de uma mutagao recessiva localizada entre seus limites, ao passo 
que uma duplicagao oculta o fenotipo mutante 

• Os mapas geneticos e citologicos sao colineares; entretanto, as distancias geneticos nao sao 
proporcionais as distancias citologicos. 


Analise de ligagao em seres humanos 


A analise do heredograma torna possivel localizar genes 
nos cromossomos humanos. 

Para detectar e analisar a ligagao genica em seres huma¬ 
nos, os geneticistas precisam colher dados de heredogra- 
mas. Muitas vezes esses dados sao limitados ou incom- 
pletos, ou oferecem informagoes ambiguas. Portanto, a 
tarefa de elaborar mapas de ligagao humana cria muitos 
desafios para os pesquisadores. Estudos classic os de liga¬ 
gao em seres humanos concentraram-se em heredogra- 
mas nos quais era possivel acompanhar simultaneamente 
a heranga de dois genes ou mais. Hoje, gragas aos me- 
todos moleculares modernos, os pesquisadores podem 
analisar a heranga de dezenas de marcadores diferentes 
no mesmo conjunto de heredogramas. Essa analise mul¬ 
tilocus aumentou muito a capacidade de detectar a liga¬ 
gao e de elaborar mapas cromossomicos detalhados. As 
relag oes de ligagao genica mais faceis de estudar em se¬ 
res humanos sao aquelas entre genes no cromossomo X. 
Esses genes seguem um padrao de heranga prontamen- 
te identificado. Se dois genes tiverem esse padrao, eles 
estao ligados. E muito mais dificil identificar a ligagao 
entre genes autossomicos. O genoma humano tem 22 au- 
tossomos diferentes, e um gene nao ligado ao X poderia 
estar em qualquer um deles. Em que autossomo esta o 
gene? Que outros genes estao ligados a ele? Quais sao as 
posigoes desses genes no mapa? Essas sao questoes que 
desafiam o pesquisador em genetica humana. 

Para saber como a ligagao genica e detectada em here¬ 
dogramas humanos, examinemos parte do trabalho de J. 
H. Renwick e S. D. Lawler. Em 1955 esses pesquisadores 
relataram evidencias de ligagao entre o gene controla- 
dor do grupo sanguineo do sistema ABO (Capitulo 4) e 
uma mutagao dominante responsavel por um disturbio 
autossomico raro denominado sindrome unha-patela. As 
pessoas com essa sindrome tem anormalidade das unhas 
e das patelas. A Figura 7.22A mostra parte de um dos he¬ 
redogramas estudados por Renwick e Lawler. Tod os os 
individuos nesse heredograma foram caracterizados 


quanto a presenga ou ausencia da mutagao da sindrome 
unha-patela, designada NPS1 ; alem disso, determinou-se 
o tipo sanguineo ABO da maioria dos individuos. 

A mulher da geragao II representa uma nova ocor- 
rencia da mutagao NPS1. Nenhum de seus pais nem de 
seus 11 irmaos tinha o fenotipo da sindrome unha-pa¬ 
tela. Entre os cinco individuos que tinham a sindrome 
unha-patela nesse heredograma, todos eles, exceto um 
(III-6), tinham sangue dpo B. Essa observagao sugere que 
a mutagao NPS1 esta ligada geneticamente ao alelo B do 
locus do grupo sanguineo ABO. Se presumirmos que essa 
inlerencia esta correta, a mulher na geragao II tem o ge- 
notipo B/+ O, isto e, ela e um heterozigoto em re- 

pulsao. Sem duvida, o genotipo de seu marido e + 0/+0. 

A Figura 7.22B ilustra os fenomenos geneticos desse he¬ 
redograma e sugere uma estrategia para estimar, ainda 
que grosso modo, a distancia entre os loci NPS1 e ABO. O 
casamento indicado na Figura 7.22B e praticamente um 
cruzamento-teste. A mulher II-l pode produzir quatro 
tipos diferentes de gametas, dois com cromossomos re- 
combinantes e dois com cromossomos nao recombinan- 
tes. A combinagao desses gametas com o tipo simples de 
gameta ( + 0) produzido pelo homem II-2 produz quatro 
genotipos diferentes. Como mostra o heredograma na 
Figura 7.22A, II-1 e II-2 tiveram todos os quatro tipos de 
filhos. No entanto, apenas 3 (III-3, III-6, III-12, indicados 
por asteriscos na Figura 7.22A) de seus 10 filhos eram 
recombinantes; os outros 7 eram nao recombinantes. As- 
sim, podemos estimar a frequencia de recombinagao en¬ 
tre os lociNPSl e ABO como 3/10 = 30%. No entanto, essa 
estimativa nao usa todas as informagoes do heredogra¬ 
ma. Para aprimora-la, podemos incorporar as informa¬ 
goes dos tres netos dos casais, dos quais apenas um (IV-1) 
era recombinante. Ao todo, entao, 3+1=4 dos 10 + 3 
= 13 individuos da prole no heredograma eram recombi¬ 
nantes. Assim, concluimos que a frequencia de recombi¬ 
nagao entre os loci NPS1 e ABO ede4/I3 = 31%. Em ter- 
mos de um mapa de ligagao, estimamos que a distancia 
entre esses genes e de aproximadamente 31 cM. Renwick 
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■ FIGURA 7.22 Analise da ligagao genica em heredograma humano. A. Parte de urn heredograma mostrando a ligagao entre os loci do sistema 
ABO e da sindrome unha-patela. Os individuos afetados pela sindrome unha-patela sao indicados por simbolos vermelhos. Quando conhecido, 
o genotipo do locus ABO e apresentado abaixo de cada sfmboto. Os asteriscos indicam os recombinantes. B. Quadrado de Punnett mostrando 
os genotipos produzidos pelo casal na geragao II. 


e Lawler analisaram a ligagao entre os genes NPS1 e ABO 
em outros heredogramas. Combinando tod os os dados, 
eles estimaram que a frequencia de recombinagao e de 
aproximadamente 10% . Assim, a distancia entre os genes 
NPS1 e ABO e de aproximadamente 10 cM. 

O estudo de Renwick e Lawler dos loci NPS1 e ABO 
estabeleceu que esses dois genes estao ligados, mas nao 
identificou o autossomo especffico em que estao locali- 
zados. A primeira localizagao de um gene em um autos¬ 
somo humano especffico ocorreu em 1968, quando R. 
P. Donahue e colaboradores mostraram que o locus do 
grupo sanguineo Duffy, designado FY f esta no cromos- 
somo 1. Essa demonstragao baseou-se na descoberta de 
uma variante do cromossomo 1 que era mais longa que o 


normal. A analise do heredograma mostrou que, em de- 
terminada famflia, esse cromossomo longo era segregado 
com alelos FY especfficos. Assim, o locus FY foi localizado 
no cromossomo 1. A pesquisa subsequente localizou esse 
locus na regiao lp31 desse cromossomo. Usando tecnicas 
diferentes, os loci NPS1 e ABO foram situados perto da 
extremidade do brago longo do cromossomo 9. 

Ate o infcio da decada de 1980, o avango no mape¬ 
amento genico humano foi lentfssimo porque era dili- 
cil encontrar heredogramas com segregagao de marca- 
dores ligados, como duas doengas geneticas diferentes. 
Na decada de 1980, porem, tornou-se possfvel identifi- 
car variantes geneticas no proprio DNA. Essas variantes 
resultam de diferengas na sequencia de DNA em partes 
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dos cromossomos. Por exemplo, em um individuo, de- 
terminada sequencia poderia ser GAATTC em um dos 
filamentos de DNA, e, em outro individuo, a sequencia 
de DNA correspondente poderia ser GATTTC, uma di- 
ferenga de apenas um nucleotidio. Embora precisemos 
adiar para os capftulos posteriores a discussao das tec- 
nicas usadas para revelar essas diferengas moleculares, 
aqui podemos analisar como elas ajudaram a mapear os 
genes humanos, muitos deles implicados em doengas he- 
reditarias graves. Se, alem da analise fenotipica habitual, 
os membros de um heredograma sao analisados quanto 
a presenga ou ausencia de marcadores moleculares no 
DNA, um pesquisador pode procurar a ligagao entre 
cada marcador e o gene em estudo. Entao, com tecnicas 
estatfsticas apropriadas, pode estimar as distancias entre 
o gene e os marcadores ligados a ele. 

Esse metodo permitiu que os geneticistas mapeassem 
um grande numero de genes implicados em doengas hu- 
manas. Um dos exemplos mais expressivos e a pesquisa 
que localizou no cromossomo 4 o gene da doenga de 
Huntington (HD), um disturbio neurologico debilitan- 
te e, por fim, fatal. Nessa pesquisa, analisou-se a ligagao 
entre o gene HD e um conjunto de marcadores mole- 

■H. 

culares em grandes heredogramas. A custa de trabalho 


meticuloso, o gene HD foi mapeado a 4 cM de um desses 
marcadores. Essa localizagao precisa estabeleceu os ali- 
cerces para o isolame nto e a caracterizagao molecular do 
proprio gene HD. 

Os marcadores moleculares tambem tornaram pos- 
sfvel criar mapas de cromossomos humanos a partir de 
analises totalmente independentes. Caso se tenha de- 
monstrado que o gene A esta ligado ao marcador x em 
um conjunto de heredogramas e que o gene B esta liga¬ 
do ao marcador x em outro conjunto de heredogramas, 
entao e obvio que existe uma ligagao entre o gene A e o 
gene B. Assim, a analise desses marcadores faculta aos 
geneticistas humanos determinar as relagoes de ligagao 
entre genes que nao sao segregados nos mesmos here¬ 
dogramas. 

A analise de dados de recombinagao dos heredogra¬ 
mas possibilita que os geneticistas elaborem mapas de li¬ 
gagao genica dos cromossomos. Contudo, exceto no caso 
de ligagao ao X, essa analise nao nos diz que cromossomo 
esta sendo mapeado, ou onde esta determinado gene na 
imagem Iisica desse cromossomo. Esses desahos foram 
enfrentados pelo desenvolvimento de tecnicas citologi- 
cas como bandeamento cromossomico e pintura cromos- 
somica (Capftulo 6). 


PONTOS ESSENCIAIS . 


A ligagao entre genes humanos pode ser detectada por analise dos heredogramas 

A analise do heredograma tambem possibilita estimar as frequencias de recombinagao para 
mapear genes nos cromossomos humanos. 


Recombinagao e evolugao 


A recombinagao - ou sua ausencia - tem um papel es¬ 
sential na evolugao. 

A recombinagao e uma caracterfstica essential da repro- 
dugao sexuada. Durante a meiose, por ocasiao da aproxi- 
magao dos cromossomos e do crossing over, ha uma opor- 
tunidade de criar novas combinagoes de alelos. Algumas 
delas podem beneficiar o organismo por aumento da so- 
brevivencia ou da capacidade reprodutiva. Com o tempo, 
o esperado e que essas combinagoes beneficas se dissemi- 
nem na populagao e se tornem caracteristicas usuais da 
constituigao genetica da especie. Portanto, a recombina¬ 
gao meiotica e uma maneira de embaralhar a variagao 
genetica para potencializar as mudangas evolutivas. 

SICNIFICADO EVOLUT1VO 
DA RECOMBINACAO 

E possivel avaliar a vantagem evolutiva da recombinagao 
mediante comparagao de duas especies, uma capaz de se 
reproduzir de maneira sexuada e outra, nao. Suponha- 
mos que tenha surgido uma mutagao benefica em cada 


especie. Ao longo do tempo, o esperado seria a dissemi- 
nagao dessas mutagoes. Suponhamos tambem que, en- 
quanto elas estao se disseminando, ocorra outra mutagao 
benefica em um individuo nao mutante de cada especie. 
No organismo assexuado, nao ha possibilidade de que 
essa segunda mutagao seja recombinada com a primeira, 
mas, no organismo sexuado, as duas mutagoes podem ser 
recombinadas com a produgao de uma linhagem melhor 
que qualquer um dos mutantes isolados. Essa linhagem 
recombinante sera capaz de se disseminar por toda a po¬ 
pulagao da especie. Em termos evolutivos, a recombina¬ 
gao pode permitir a reuniao de alelos favoraveis de dife- 
rentes genes no mesmo organismo. 

SUPRESSAO DA RECOMBINACAO 
POR INVERSOES 

O efeito de embaralhamento de genes na recombina¬ 
gao pode ser impedido por rearranjos do cromossomo. 
O crossing over geralmente e inibido per to dos pontos 
de quebra de um rearranjo em condigao heterozigota, 
provavelmente porque o rearranjo desorgamiza o pare- 
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amento dos cromossomos. Portanto, muitos rearranjos 
estao associados a redugao na frequencia de recombina¬ 
gao. Esse efeito e mais acentuado em heterozigotos por 
inversao porque a inibigao do crossing over que ocorre 
perto dos pontos de quebra da inversao e complicada 
pela perda seletiva de cromossomos que tiveram crossing 
over na regiao invertida. 

Para analisar esse efeito de supressao da recombi¬ 
nagao, consideremos uma inversao no brago longo de 
um cromossomo (Figura 7.23). O crossing over entre cro¬ 
matides invertidas e nao invertidas na tetrade produz 
duas cromatides recombinantes, mas provavelmente as 
duas cromatides serao perdidas durante a meiose ou 
depois dela. Uma das cromatides nao tern centromero 
— e um fragmento aeentrico — e, portanto, e incapaz de 
se deslocar ate a devida posigao durante a anafase da 
prime ira divisao meiotica. A outra cromatide tem dois 
centromeros e, portanto, sera puxada em diregoes opos- 
tas, formando uma ponte de cromatide dicentrica. Por fim, 
essa ponte se quebra e divide a cromatide em pedagos. 
Ainda que as cromatides acentrica e dicentrica produzi- 
das por crossing over na inversao sobrevivam a meiose, e 
improvavel que os zigotos sejam viaveis. As duas croma¬ 
tides sao aneuploides - com duplicagao de alguns genes 
e deficiencia de outros — e a aneuploidia geralmente e 
letal. Portanto, essas cromatides serao eliminadas por 
selegao natural na proxima geragao. O efeito final des- 
sa perda de cromatides e a supressao da recombinagao 
entre cromossomos invertidos e nao invertidos em he¬ 
terozigotos. 

Os geneticistas exploraram as propriedades de su¬ 
pressao da recombinagao pelas inversoes para man ter 
alelos de diferentes genes juntos no mesmo cromosso¬ 
mo. Suponhamos, por exemplo, que um cromossomo 
cuja estrutura e normal tenha os alelos recessivos a, b, 
c, d e e. Se houver pareamento desse cromossomo com 
outro de estrutura normal que tenha os alelos selvagens 
correspondences a + , b + , c + , dP e e + , os alelos recessivos e 


selvagens serao misturados por recombinagao. Para evi- 
tar essa mistura, o cromossomo com os alelos recessivos 
pode ser pareado com o cromossomo de tipo selvagem 
que tem uma inversao. A menos que haja crossing overs 
duplos na regiao invertida, essa heterozigosidade estru- 
tural suprimira a recombinagao. O cromossomo mutante 
multiplicado entao pode ser transmitido para a prole na 
forma de uma unidade genetica intacta. 

Muitas vezes, essa tecnica de supressao da recombina¬ 
gao foi usada em experimentos com Drosophilai, na qual 
o cromossomo invertido geralmente tem uma mutagao 
dominante que permite seu acompanhamento duran¬ 
te uma serie de cruzamentos sem exames citologicos. 
Esse cromossomo marcado por inversao e denominado 
balanceador, pois permite manter um cromossomo de in- 
teresse em condigao heterozigota sem quebra e recom¬ 
binagao. 

A supressao da recombinagao por inversao parece ter 
tido um papel importante na evolugao dos cromosso¬ 
mos sexuais em mamfferos. Os dados provem das anali- 
ses de Bruce Lahn e David Page, que estudaram 19 ge¬ 
nes presentes nos cromossomos X e Y humano. Esses 
genes em comum ocupam posigoes diferentes nos cro¬ 
mossomos X e Y, indicando que foram rearranjados por 
inversoes durante a evolugao. Alem disso, as sequencias 
de DNA das copias ligadas ao X e ao Y desses genes em 
comum divergiram em diferentes graus. Pela analise da 
variagao no grau de diverge ncia, Lahn e Page distingui- 
ram quatro “niveis evolutivos” nos cromossomos sexuais 
humanos - regioes nas quais a recombinagao foi supri- 
mida por diferentes perfodos durante a evolugao. Lahn 
e Page presumem que os cromossomos X e Y se origina- 
ram de um par de autossomos algum tempo depois que 
a linha evolutiva dos mamiferos divergiu da linha de an- 
tigos repteis que levou ao surgimento dos dinossauros, 
crocodilos e aves. Entre 240 e 320 milhoes de anos atras, 
uma inversao no que deveria se tornar o cromossomo 
Y causou a supressao regional da recombinagao entre 
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■ FIGURA 7.23 Supressao da recombinagao em heterozigoto para inversao. Os cromossomos dicentricos (1 2 3 1) e acentricos (4 3 2 4) forma- 
dos a partir das cromatides que tiveram crossing over s ao aneuploides e causam inviabilidade da geragao subsequente. Consequentemente, os 
produtos do crossing over entre os cromossomos invertidos e nao invertidos nao sao restabelecidos. 

















154 Fundamento5 de Genetica 


X e Y. Na linhagem que originou os seres humanos, 
houve no mmimo tres outras inversoes, duas delas em 
algum momento entre 80 e 130 milhoes de anos atras e 
uma delas entre 30 e 50 milhoes de anos atras. O efeito 
final dessas inversoes foi suprimir a recombinagao en¬ 
tre a maioria das regibes nos cromossomos X e Y. Por 
forca da selegao natural, genes ativos foram preserva- 
dos no cromossomo X, mas no cromossomo Y houve 
degeneragao da maioria dos genes pelo acumulo de 
mutagoes aleatorias. Assim, hoje o cromossomo Y tern 
muito menos genes ativos que o cromossomo X, e os 
genes remanescentes estao arranjados em outra ordem 
{Figura 7.24). 

CONTROLE GENETICO 
DA RECOMBINAGAO 

Nao surpreende que um processo tao importante quan¬ 
to a recombinagao esteja sob controle genetico. Estudos 
com varios organism os, entre eles leveduras e Drosophila, 
mostraram que produtos de muitos genes participant da 
recombinagao. Alguns desses produtos genicos partici- 
pam do pareamento dos cromossomos, outros catalisam 
o processo de permuta, e ainda outros ajudam a reunir 
os segmentos das cromatides quebradas. Abordaremos 
algumas dessas atividades com mais detalhes no Capftu- 
lo 13. 

Um fenomeno curioso, ainda inexplicado, e a nao 
ocorrencia de crossing over em machos de Drosophila. Nes- 
se aspecto, a Drosophila e diferente da maioria das espe- 



X 

■ figura 7,24 Ordem de genes compartilhados fora das regioes 
pseudoautossomicas nos cromossomos X e Y humanos. 

cies, inclusive da nossa, nas quais o crossing over ocorre 
em ambos os sexos. Alem disso, sabemos que o gran de 
recombinagao varia entre as especies. Talvez os proprios 
eventos que causam recombinagao estejam sujeitos a mu- 
dangas evolutivas. 


PONTOS ESSENCIAIS • A recombinagao pode reunir mutagoes favordveis 

* Os rearranjos cromossdmicos, sobretudo as inversoes, podem suprimir a recombinagao 

* A recombinagao estd sujeita a controle genetico. 


Exerdcios 

Aplique a analtse genetica basica 


1. Uma linhagem endogamica de boca-de-leao de 

o o 

flores roxas e folhas foscas foi cruzada com outra 
linhagem endogamica de flores brancas e folhas 
brilhantes. As plantas da F todas as quais tinham 
flores roxas e folhas foscas, foram retrocruzadas 
com a linhagem de flores brancas e folhas bri¬ 
lhantes, e obtiveram-se as seguintes plantas da F.,: 
50 com flores roxas e folhas foscas; 46 com flores 
brancas e folhas brilhantes; 12 com flores roxas e 
folhas brilhantes e 10 com flores brancas e folhas 
foscas. (a) Quais das quatro classes da F sao recom- 
binantes? (b) Qual e a evidencia da ligagao entre 
os genes para cor das flores e textura das folhas? 


(c) Faga o diagrama dos cruzamentos desse expe- 
rimento. (d) Qual e a frequencia de recombinagao 
entre os genes que determinant a cor das flores e a 
textura das folhas? (e) Qual e a distancia de mapa 
genetico entre esses genes? 

cy cy 

Resposta: (a) As duas ultimas classes - flores roxas com 
folhas brilhantes e flores brancas com folhas fos¬ 
cas - na F sao recombinantes. Nenhuma dessas 
combinagoes de fenotipos estava presente nas 
linhagens usadas no cruzamento inicial. (b) Os 
recombinantes sao 18,6% das plantas da F - mui¬ 
to menos que os 50% que seriam esperados se 
os genes da cor das flores e da textura das folhas 
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nao estivessem ligados. Portanto, esses genes es- 
tao ligados no mesmo cromossomo no genoma 
da boca-de-Ieao. (c) Para representar os cruza- 
mentos, primeiro e preciso atribuir sfmbolos aos 
alelos dos genes da cor das flores e da textura 
das folhas: W = roxa, w = branca; S = fosca, s = 
brilhante; a letra maiuscula indica que o alelo e 
dominante. O primeiro cruzamento e W S/W S X 
w s/w s, produzindo plantas da F com o genotipo 
W S/w s. O retro cruzamento e W S/w s X w s/w s, 
produzindo quatro classes de prole: ( 1 ) WS/w s f 
( 2 ) w s/w s, (3) W s/w s e (4) w S/w s. As classes 
1 e 2 sao tipos parentais, e as classes 3 e 4 sao 
recombinantes. (d) A frequencia de recombina- 
gao e 18,6%. (e) A distancia de mapa genetico e 
estimada pela frequencia de recombinagao como 
18,6 centiMorgans. 

2. Qual e a indicagao citologica de que houve crossing 
over? Quando e onde voce procuraria por ele? 

Resposta: E provavel que o crossing over ocorra do ini- 
cio ao meio da profase da meiose I. Nao e facil, 
porem, analisar os cromossomos nesses estagios, 
e e diffcil, se nao impossfvel, identificar as permu- 
tas por metodos citologicos. A melhor evidencia 
citologica de que houve crossing over e obtida das 
celulas perto do fim da profase da meiose I. Nes- 
se estagio, os homologos pareados repelem-se le- 
vemente, e as permutas entre eles sao observadas 
como quiasmas. 

3. Um geneticista estimou o numero de permutas ocor- 
ridas durante a meiose em cada uma das 100 croma- 
tides distinguidas em gametas. Os dados sao: 


Numero de permutas 

Frequencia 

0 

18 

1 

20 

2 

40 

3 

16 

4 

6 


Qual e o comprimento genetico, em centiMorgans, 
do cromossomo analisado nesse estudo? 

Resposta: O comprimento genetico de um cromossomo 
e o numero medio de permutas em uma cromati- 
de no fim da meiose. Para os dados apresentados, 
a media e 0 X (18/100) + 1 X (20/100) + 2 X 
(40/100) + 3 X (16/100) + 4 X (6/100) = 1,72 
Morgans ou 172 centiMorgans. 

4. Femeas de Drosophila heterozigotas para tres mar- 
cadores recessivos ligados ao X, y (corpo amarelo), 
ct (asas cortadas) e m (asas em miniatura), e seus 
alelos selvagens foram cruzadas com machos y ct m. 
Obteve-se a seguinte prole: 


Classe fenotipica 

Numero 

1 . corpo amarelo, asas cortadas e em 
miniatura 

30 

2 . tipo selvagem 

33 

3. corpo amarelo 

10 

4. asas cortadas e em miniatura 

12 

5. asas em miniatura 

8 

6 . corpo amarelo, asas cortadas 

5 

7. corpo amarelo, asas em miniatura 

1 

8 . asas cortadas 

1 

Total: 100 


(a) Que classes sao tipos parentais? (b) Que classes 
representam crossing overs duplos? (c) Que gene esta 
no meio dos outros dois? (d) Qual era o genotipo 
das femeas heterozigotas usadas no cruzamento? (In- 
dique a fase de ligagao correta, bem como a ordem 
correta dos marcadores ao longo do cromossomo.) 

Resposta: (a) As classes parentais sao as mais numerosas; 
portanto, nesses dados, as classes 1 e 2 sao tipos pa¬ 
rentais. (b) As classes com crossing over duplo sao as 
menos numerosas; portanto, nesses dados, as clas¬ 
ses 7 e 8 sao as classes com crossing over duplo. (c) 
As classes parentais mostram que os tres alelos mu- 
tantes entraram nas femeas heterozigotas no mes¬ 
mo cromossomo X; o outro cromossomo X nessas 
femeas tinha, obrigatoriamente, os tres alelos sel¬ 
vagens. As classes de crossing over duplo informant 
qual dos tres genes esta no meio porque o marca- 
dor intermediario e separado dos marcadores flan- 
queadores pelo processo de permuta dupla. Nesses 
dados, o alelo ct esta separado de y e m nas classes 
de crossing over duplo; portanto, o gene ct tern de es- 
tar entre os genes ye m. (d) O genotipo das femeas 
heterozigotas usadas no cruzamento era, obrigato¬ 
riamente, 3 ! ct m/+ + +. 

5. Um geneticista de Drosophila fez experimentos para 
localizar o gene das cerdas chamuscadas ( singed 
[jtt]) no mapa citologico do cromossomo X. Ma¬ 
chos hemizigotos para uma mutagao sn recessi- 
va foram cruzados com femeas que tinham varias 
deficiencias (indicadas por Df) no cromossomo X 
balanceadas em relagao a um cromossomo X com 
multiplas inversoes marcado pela mutagao semido- 
minante para olhos em barra ( Bar [B] ). Assim, o 
esquemade cruzamento era machos sn/YX femeas 
Df/B. Os resultados dos cruzamentos com quatro 
deficiencias diferentes sao: 


Fontos de Fenotipo das filhas sem 
Deficiencia quebra olhos em barra 


1 

2F; 3C 

tipo selvagem 

2 

4D; 5C 

tipo selvagem 

3 

6 F; 7E 

cerdas chamuscadas 

4 

7C; 8 C 

cerdas chamuscadas 
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O mapa citologico do cromossomo X e dividido era 
20 secoes nuineradas, cada uma delas subdividida 
cm subse^oes A a F. Onde esta o gene singed (cerdas 
chamuscadas) neste mapa citologico? 

Resposta: As filhas sem ollios em barra examinadas a pro- 
cura do fenotipo cerdas chamuscadas tinham geno- 
tipo Df/sn. A mutacao singed foi "revelada” por duas 
deficiencias, 3 e 4; portanto, tern de estar na regiao 
deletada no cromossomo X comum a ambas, isto e, 
na regiao 7C-7E. 

6 . O heredograma a seguir mostra quatro geracoes 
de uma famflia descrita em 1928 por M. Madle- 
ner. O bisavo, 1-1, tern discromatopsia e hemofilia. 
Considerando que c representa o alelo para discro¬ 
matopsia e h, o alelo para hemofilia, quais sao os 
genotipos dos cinco netos desse homem? Algum 
indivfduo no heredograma apresenta evidencias de 
recombinacao entre os genes para discromatopsia e 
hemofilia? 



1 2 


Legenda dos fenotipos: 

(") Norma! 

J J Discromatopsia e hemofilia 


Resposta: Os genes para discromatopsia e hemofilia sao 
ligados ao X. Como 1-1 tern discromatopsia e hemo¬ 
filia, sen genotipo tern de ser c h. A filha, II-1, tern 
fenotipo normal e, portanto, tern, obrigatoriamen- 
te, os alelos nao mutantes, C e H. , desses dois genes 
ligados ao X. Alem disso, como II-l herdou c e h do 
pai, os dois alelos nao mutantes existenles no seu 
genotipo tern de estar no cromossomo X herdado 
da mae. Portanto, o genotipo de II-l e C II/c b, isto 
e, ela e urn heterozigoto em acoplamento para os 
dois loci. 1II-2, a primeira neta de 1-1, tambem e urn 
heterozigoto em acoplamento. Inferimos que ela 
tent esse genotipo porque seu filho tent discroma¬ 
topsia e hemofilia (c h) e seu pai tern fenotipo nor- 
mal {C IF) . E evidente que III-2 herdou o cromosso¬ 
mo c h da mae. Entre os netos de sexo masculino de 
1-1, dois {III-3 e III-5) tern tanto hemofilia quanto 
discromatopsia; assim, esses netos tern genotipo c h. 
O outro neto de sexo masculino (II1-6) nao tern dis¬ 
cromatopsia nem hemofilia; portanto, seu genotipo 
e C II. O genotipo da neta remanescente (III-4) e 
incerto. Ela herdou um cromossomo C II do pai, 
mas o cromossomo herdado da mae pode ser CII, 
c h, C h, ou c II. Nao e possfvel determinar pelo he¬ 
redograma qual desses cromossomos ela recebeu. 
O maxi mo que podemos dizer sobre o genotipo de 
III-4 e que ha um cromossomo com os alelos C e II. 

Nenhum dos quatro netos aos quais podemos 
atribuir genotipos apresenta evidencias de recom- 
binaqao entre os genes para discromatopsia e he¬ 
mofilia, assim como nenhum dos dois bisnetos da 
geraqao IV. Um desses bisnetos tern genotipo CHe 
o outro, c h. Assim, no heredograma como um todo 
nao existem evidencias de recombinacao entre os 
genes C e II. 


Autoavalia^ao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. R. K. Sakai, K. Akhtar e C.J. Dubash (1985, /. Hared. 
76:140-141) apresentaram dados de um grupo de 
cruzamentos-teste com o mosquito Anopheles culici- 
facies, um vetor da malaria no sul da Asia. Os da¬ 
dos apontavam tres mutacbes: bw (ollios castanhos 
[ brown] ), c (olhos incolores [ colorless] ) e Elk (corpo 
preto [black]). Em cada cruzamento, heterozigo- 
tos para repulsao foram cruzados com mosquitos 
homozigotos para os alelos recessivos dos genes, 
e a prole foi classificada em genotipo parental ou 
recombinante. I la alguma Iigagao entre esses tres 
genes estudados nos cruzamentos? Em caso afirma- 

O 

tivo, elabore um mapa das relaqoes de liga<:ao. 


Heterozi- Prole 


Cruza- 

mento 

goto para 
repulsao 

Parental 

Recombi¬ 

nante 

Porcentagem de 
re combinaca o 

i 

bw +/+ <: 

850 

503 

37,2 

2 

bw +/+ Blk 

750 

237 

24,0 

3 

c + /+ Blk 

629 

183 

22,5 


Resposta: Em cada cruzamento, a frequencia de recombi- 
nagao e inferior a 50%, portanto os tres loci estao li¬ 
gados. Para representa-los em um mapa de liga^ao, 
estimamos as distancias entre cada par de genes a 
partir das frequencias de recombinacao observadas: 
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bw -24,0- Blk -22,5- c 


37,2 

Observe que a frequencia de recombinagao en- 
tre bee (37,2%, do cruzamento 1 ) e bem menor 
que a distancia real entre esses genes (46,5). Isso 
mostra que, no caso de genes muito separados, a 
frequencia de recombinagao subestima a verdadei- 
ra distancia de mapa. 

2. Cerdas chamuscadas ( sn), asas sem nervuras trans- 
versais (cy), e cor vermelhao dos olhos (y) sao cau- 
sadas por alelos mutantes recessivos de tres genes 
ligados ao X em Drosophila melanogaster. No cruza- 
mento-teste de uma femea heterozigota para todos 
esses tres genes com um macho de cerdas chamus¬ 
cadas, asas sem nervuras transversals e olhos verme¬ 


lhao, obteve-se a seguinte prole: 

Classe Fenotipo Numero 

1 cerdas chamuscadas, asas sem 3 

nervuras transversals, olhos 

vermelhao 

2 asas sem nervuras transversals, 392 

olhos vermelhao 

3 olhos vermelhao 34 

4 asas sem nervuras transversals 61 

5 cerdas chamuscadas, asas sem 32 

nervuras transversals 

6 cerdas chamuscadas, olhos 65 

vermelhao 

7 cerdas chamuscadas 410 

8 tipo selvagem 3 


Total: 1.000 

Qual e a ordem correta desses tres genes no cro- 
mossomo X? Quais sao as distancias de mapa gene- 
tico entre sn e cv, sne y, e eve y? Qual e o coeficien- 
te de coincidencia? 

Resposta: Antes de tentar analisar esses dados, e preciso 
determinar o genotipo da femea heterozigota que 
produziu as oito classes de prole. Para fazer isso, 
identificamos as duas classes parentais (2 e 7), que 
sao as mais numerosas. Essas classes informam que a 
femea heterozigota tinha as mutagoes cv e y em um 
dos cromossomos X e a mutagao sn no outro. Portan- 
to, o genotipo era (cy + y)/(+ .m + ), escritos entre 
parenteses para indicar incerteza acerca da ordem 
dos genes. 

Para determinar a ordem dos genes, e preciso 
identificar as classes com crossing over duplo entre os 
seis tipos de prole recombinante. Essas sao as classes 
1 e 8 , as menos numerosas. Elas mostram que o gene 
singed esta entre os genes crossveinless e vermilion. Po- 
demos verificar isso investigando o efeito de um cros¬ 
sing over duplo em uma femea que tem o genotipo. 

cv + v 
+ sn + 


Duas permutas nesse genotipo produzem gametas 
cv sn v ou 4- 4- +, que correspond em as classes 1 e 
8, os crossing overs duplos observados. Assim, a or¬ 
dem proposta dos genes — cv snv — esta correta. 

Estabelecida a ordem dos genes, agora e possfvel 
identificar quais classes recombinantes represen- 
tam crossing overs entre cv e sn, e quais representam 
crossing overs entre sn e v. 

Crossing overs entre cv e sn: 

Classe: 3 5 18 

Numero: 34 + 32 + 3 + 3 = 72 

Crossing overs entre sne in 

Classe: 4 6 18 

Numero: 61 - 1 - 65 4- 3 - 1 - 3 = 132 

Determinamos as distancias entre esses pares de ge¬ 
nes calculando o numero medio de crossing overs. 
Entre cv e sn, a distancia e 72/1.000 - 7,2 cM, e en¬ 
tre sne ve 132/1.000 - 13,2 cM. Podemos estimar 
a distancia entre eve v como a soma desses valores: 
7,2 4- 13,2 = 20,4 cM. Portanto, o mapa de ligagao 
desses tres genes e: 

co-1,2—sn— 13 , 2—v 

Para calcular o coeficiente de coincidencia, usa- 
mos as frequencias observada e esperada de crossing 
overs duplos: 

frequencia observada 

de crossing overs duplos 0,006 _ 

frequencia esperada de 0,072 X 0,132 ’ 

crossing overs duplos 

que indicam apenas interferencia moderada. 

3. Uma geneticista de Drosophila esta pesquisando 
uma mutagao letal recessiva, l(l)rl3, localizada no 
cromossomo X. Essa mutagao e mantida em esto- 
que com um cromossomo X balanceador marcado 
com uma mutagao semidominante para olhos em 
barra ( B ). Em condigao homozigota e hemizigota, 
a mutagao B reduz os olhos a barras estreitas. Na 
condigao heterozigota, causa olhos reniformes. As 
moscas homozigotas ou hemizigotas para o alelo 
selvagem de B tem olhos grandes e esfericos. Para 
manter a mutagao l(l)rl3 em estoque, a cada gera- 
gao a geneticista cruza machos B com femeas 1(1) 
rl3/B e seleciona as filhas de olhos reniformes para 
cruzamento com seus irmaos de olhos em barra. O 
objetivo da geneticista e determinar a localizagao 
citologica de l(l)rl3. Para isso, ela cruza femeas 1(1) 
rl3/B com varios machos que tem duplicagoes de 
segmentos curtos do cromossomo X em seus geno¬ 
mas. Todas as duplicagoes estao vinculadas ao cro¬ 
mossomo Y. Assim, o genotipo dos machos usados 
nesses cruzamentos pode ser representado como 
X/Y-Dp. A geneticista examina a prole de cada cru- 
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zamento a procura de machos sem olhos em barra. 
A partir dos resultados apresentados na tabela a se- 
guir, determine a localizagao citologica de l(l)rl3. 


Nome Dp 

Segmento Dp* 

Presenga de 
machos sem olhos 

em barra 

1 

2D-3D 

Sim 

2 

3A-3E 

Sim 

3 

3D-4A 

Nao 

4 

4A-4D 

Nao 

5 

4B-4E 

Nao 


*0 brago Ion go do cromossoino X. e dividido em 20 seines 
numeradas, eomccando com a segao 1 na extremidade e ter- 


minando com a sccao 20 perto do centromere. Cada segao e 
sabdividida em sc is subsegdes, ordenadas alfabeticamente do 
A a F. A subsegao A esta no lado dc cada segao numcrada mais 
perto da extremidade. 



2 , cobrem a mutagao letal. Assim, a mutagao tem 
de estar dentro dos limites dessas duplicagoes - isto 
e, entre 2D e 3E. Podemos refinar a localizagao da 
mutagao letal observando que ha superposigao das 
duas duplicagoes desde a subsegao 3A ate a subse¬ 
gao 3D. Portanto, a mutagao esta obrigatoriamente 
na regiao 3A-3D do cromossoino X. 

Uma mulher tem duas caracteristicas dominantes, 
cada uma delas causada por uma mutagao em um 
gene diferente: catarata (uma anormalidade of- 
talmica), por heranga paterna, e polidactilia (um 
dedo extranumerario), por heranga materna. O 
marido nao tem nenhuma dessas caracteristicas. Se 
os genes dessas duas caracteristicas estiyerem 15 cM 
distantes no mesmo cromossoino, qual e a chance 
de que o primeiro filho desse casal lenlia catarata e 
polidactilia? 


Resposta: O cruzamento para manter a mutagao letal em 
estoque e machos B/Y X femeas l( 1 )rl3/B —» ma¬ 
chos B/Y (olhos em barra), machos l(l)rl 3/Y ( mor- 
rem), femeas I(l)rl3/B (olhos reniformes) e femeas 
B/B (olhos em barra), A cada geragao, os machos 
B/Y e as femeas /(1 )rl3/B sao selecionados para cru- 
zamentos a fim de perpetual' a mutagao letal. Um 
cruzamento para determinar a localizagao citologi¬ 
ca da mutagao letal pode ser representado como 
femeas I(l)rl3/B X machos X/Y-Dp —> machos 1(1) 
rl3/Y-I)p (se viaveis, sem olhos em barra), machos 
B/Y-Dp (olhos em barra), femeas I(l)rl3/X (sem 
olhos em barra) e femeas B/X (olhos reniformes). 
A primeira classe de moscas - machos sem olhos 
em barra - informa se uma duplicagao especifica 
“cobre” ou nao a mutagao letal. Se isso acontecer, 
esses machos aparecerao na prole da criagao. Caso 
contrario, eles nao aparecerao. A partir desses da¬ 
dos, verificamos que duas duplicagoes, Dp 1 e Dp 


Resposta: Para calcular a chance de que a crianga tenha 
as duas caracteristicas, primeiro e preciso determi¬ 
nar a fase de ligagao dos alelos mutantes no genoti- 
po da mulher. Como ela herdou a mutagao para ca¬ 
tarata do pai e a mutagao para polidactilia da mae, 
os alelos mutantes tem de estar em cromossomos 
opostos, isto e, na fase de ligagao de repulsao: 

C + 

+ P 

Para que uma crianga herde os dois alelos mu¬ 
tantes, a mulher tera que produzir um ovocito 
com um cromossoino recombinante, CP. E pos- 
sivel estimar a probabilidade desse evento a partir 
da distancia entre os dois genes, 15 cM, que, tendo 
em vista a interferencia, deve ser equivalente a re- 
combinagao de 15%. No entanto, apenas metade 
dos recombinantes sera C P. Assim, a chance de 
que a crianga herde os dois alelos mutantes e de 
(15/2)% = 7,5%. 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


7.1 Mendel desconhecia a existencia de cromossomos. 
Caso conhecesse, que modificagao poderia ter feito 
no princfpio da distribuigao independente? 

7.2 O cruzamento entre individuos com os genotipos 
Cc Dd Ee X cc dd cc produziu uma prole de 1.000 or- 
eanismos. A classe C-D- ee, tinha 351 individuos. Os 

o 

genes c, d e e estao no mesmo cromossoino ou em 
diferentes cromossomos? Explique. 

7.3 Se a esta ligado a e b a c, e c a d, um experimento 
de recombinagao detectaria ligagao genica entre a 
e (P Explique. 

7.4 Os camundonffos tem 19 autossomos no geuoma, 

O O 7 

todos com quase o mesmo tamanho. Qual e a chan¬ 


ce de que dois genes autossomicos escolhidos alea- 
toriamente estejam no mesmo cromossomo? 

7.5 Genes em cromossomos diferentes recombinam-se 
com uma frequencia de 50%. E possivel q ue dois 
senes no mesmo cromossomo se recombinem com 
essa frequencia? 

7.6 Se dois loci estiverem distantes 10 cM, que proporgao 
das celulas na profase da primeira divisao meiotica 
con tera um crossing over simples 11 a regiao entre eles? 

7.7 Os genes a e b estao distantes 20 cM. Um indivfduo 

cC b + /a + b + foi cruzado com outro a b/a b. 

(a) Represente o cruzamento em um diagrama e raos- 
tre os gametas produzidos por cada genitor e o ge- 
notipo da F r 
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(b) Que gametas os individuos da F : podem produzir? 
Em que proporgoes? 

(c) Qual seria a prole esperada do cruzamento da 
Fj com individuos a b/a $ Em que proporgoes? 

(d) Esse e um exemplo da fase de ligagao de acoplamen- 
to ou repulsao? 

(e) Qual seria a prole esperada do intercruzamento da 
Fj? Em que proporgoes? 

7.8 Responda as perguntas (a) a (e) do problema ante¬ 
rior supondo que o cruzamento original tenha sido 
a t + b/a + b X a b + / a b + . 

7.9 Se a frequencia de recombinagao nos dois proble- 
mas anteriores fosse de 40% em vez de 20%, que 
alteragao ocorreria na proporgao de gametas e da 
prole do cruzamento-teste? 

7.10 Uma variedade homozigota de milho de folhas ver- 
melhas e sementes normals foi cruzada com outra 
variedade homozigota de folhas verdes e sementes 
no pendao. Em seguida, os hfbridos foram retro- 
cruzados com a variedade de folhas verdes e semen¬ 
tes no pendao, e obteve-se a seguinte prole: 124 de 
folhas vermelhas e sementes normals; 126 de folhas 
vermelhas e sementes no pendao; 125 de folhas 
verdes e sementes normals; 123 de folhas verdes e 
sementes no pendao. Ha ligagao entre os genes que 
determinam a cor da planta e o tipo de semente? 
Explique. 

7.11 Uma femea de tipo selvagem da mosca-das-frutas 
heterozigota para genes que controlam a cor do 
corpo e o comprimento das asas foi cruzada com 
um macho mutante homozigoto de corpo preto 
(alelo b) e asas vestigiais (alelo vg). O cruzamento 
produziu a seguinte prole: 126 de corpo cinza e asas 
normals; 24 de corpo cinza e asas vestigiais; 26 de 
corpo preto e asas normais; 124 de corpo preto e 
asas vestigiais. Esses dados indicam ligagao entre 
os genes para cor do corpo e comprimento da asa? 
Qual e a frequencia de recombinagao? Represente 
o cruzamento, mostrando o arranjo dos marcado- 
res geneticos nos cromossomos. 

7.12 Outra femea de mosca-das-frutas com fenotipo 
selvagem heterozigota para os dois genes mencio- 
nados no problema anterior foi cruzada com um 
macho homozigoto de corpo preto e asas vestigiais. 
O cruzamento produziu a seguinte prole: 23 de cor¬ 
po cinza e asas normais; 127 de corpo cinza e asas 
vestigiais; 124 de corpo preto e asas normais; 26 de 
corpo preto e asas vestigiais. Esses dados indicam 
ligagao? Qual e a frequencia de recombinagao? Re¬ 
presente o cruzamento, mostrando o arranjo dos 
marcadores geneticos nos cromossomos. 

7.13 Em coelhos, o alelo dominante Ce necessario para 
pelagem colorida; o alelo recessivo c produz pela- 
gem incolor (albino). Na presenga de no mmimo 
um alelo C, outro gene determina se a pelagem e 
preta ( B , dominante) ou castanha ( b , recessivo). 


Uma linhagem homozigota de coelhos com pela¬ 
gem castanha foi cruzada com uma linhagem ho¬ 
mozigota de albinos. Em seguida, a ¥ l foi cruzada 
com coelhos homozigotos duplos recessivos, produ- 
zindo os seguintes resultados: 34 de pelagem preta; 
66 de pelagem castanha; 100 de pelagem albina. Ha 
ligagao entre os genes b e c? Qual e a frequencia de 
recombinagao? Represente o cruzamento, mostran¬ 
do o arranjo dos marcadores geneticos nos cromos¬ 
somos. 

7.14 Em tomateiros, a planta alta (D) e dominante em 
relagao a planta ana (d) e o fruto esferico (F) e 
dominante em relagao ao fruto piriforme ( p ). Os 
genes para altura da planta e formato do fruto sao 
ligados com recombinagao de 20% entre eles. Uma 
planta alta (I) com fruto esferico foi cruzada com 
uma planta ana de fruto piriforme. O resultado foi: 
81 plantas altas com fruto esferico; 79 plantas anas 
com fruto piriforme; 22 plantas altas com fruto pi¬ 
riforme; 17 plantas anas com fruto esferico. Outra 
planta alta de fruto esferico (II) foi cruzada com a 
planta ana de fruto piriforme, com o seguinte resul¬ 
tado: 21 plantas altas com fruto piriforme; 18 plan¬ 
tas anas com fruto esferico; 5 plantas altas com fruto 
esferico; 4 plantas anas com fruto piriforme. Repre¬ 
sente esses dois cruzamentos mostrando os mar¬ 
cadores geneticos nos cromossomos. Que classes 
fenotipicas voce esperaria do cruzamento das duas 
plantas altas com frutos esfericos, isto e, I X II? Em 
que proporgoes? 

7.15 Em Drosophila, os genes sr (torax listrado [ stripe ]) 
e e (corpo ebano [ ebony ]) estao localizados a 62 e 
70 cM, respectivamente, da extremidade esquerda 
do cromossomo 3. Uma lemea listrada homozigota 
para e + foi cruzada com um macho de corpo ebano 
homozigoto para sr . Toda a prole apresentou feno¬ 
tipo selvagem (corpo cinza e sem listras). 

(a) Que tipos de gametas serao produzidos pelas femeas 
da F ? Em que proporgoes? 

(b) Que tipos de gametas serao produzidos pelos ma¬ 
chos da F ? Em que proporgoes? 

(c) Qual e a prole esperada do cruzamento de femeas 
da F com machos de corpo ebano e listrado? Em 
que proporgoes? 

(d) Qual seria a prole esperada do intercruzamento de 
machos e femeas da F ? Em que proporgoes? 

7.16 Em Drosophila, os genes a e b estao nas posigoes 22,0 
e 42,0 no cromossomo 2, e os genes c e d estao nas 
posigoes 10,0 e 25,0 no cromossomo 3. Uma mosca 
homozigota para os alelos selvage ns desses quatro 
genes foi cruzada com uma mosca homozigota para 
os alelos recessivos, e as femeas da F foram retro- 
cruzadas com os pais recessivos quadruplos. Qual 
seria a prole esperada desse retro cruzamento? Em 
que proporgoes? 

7.17 Os genes de Drosophila vg (asas vestigiais) e cn 
(olhos cinabre) estao localizados em 67,0 e 57,0, 
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respectivamente, no cromossomo 2. Uma femea de 
uma linhagem homozigota de moscas com asas ves- 
tigiais foi cruzada com um macho de uma linhagem 
homozigota de moscas com olhos cinabre. Os hfbri- 
dos da FI tinham fenotipo selvagem (asas longas e 
olhos vermelho-escuros). 

(a) Quantos tipos diferentes de gametas poderiam pro- 
duzir as femeas da F ? Em que proporgoes? 

(b) Que dpo de prole seria esperado do cruzamento 
dessas femeas com machos de olhos cinabre e asas 
vestigiais? Em que proporgoes? 

7.18 Em Drosophila , os genes st (olhos escarlate [scarlet ]), 
ss (ausencia de cerdas [spineless] ) e e (corpo ebano 
[ebony]) estao localizados no cromossomo 3, e as 
posigoes de mapa sao: 

st ss e 

44 58 70 

Todas essas mutagoes sao recessivas em relagao ao 
alelo selvagem (st + , olhos vermelho-escuros; ss + j 
cerdas lisas; e + , corpo cinza). Femeas de fenotipo 
selvagem com genotipo st ss e + / sP ss + e fo ram cru- 
zadas com machos recessivos triplos. Preveja os fe- 
no tipos da prole e as frequencias com que ocorrem 
supondo que (a) nao haja interferencia e (b) haja 
interferencia completa. 

7.19 No milho, os genes PI para folhas roxas ( purple ) 
(dominante em relagao a pi, para folhas verdes) , sm 
para estilo-estigma salmao (salmon) (recessivo em 
relagao a Sm, para estilo-estigma amarelo) e py para 
vegetal pigmeu (pigmy) (recessivo em relagao a Py, 
para vegetal de tamanho normal) estao no cromos¬ 
somo 6, com as seguintes posigoes de mapa: 

pi sm py 

45 55 65 

Hfbridos do cruzamento PI sm py/pl sm py X pi Sm 
Py/pl Sm Py foram submetidos a cruzamento-teste 
com plantas pi sm py/pl sm py. Preveja os ienotipos 
da prole e as frequencias com que ocorrem supon¬ 
do que (a) nao haja interferencia e (b) haja inter¬ 
ferencia completa. 

7.20 No milho, os genes Tu, j2 e gl3 estao localizados no 
cromossomo 4 nas posigoes de mapa 101, 106 e 112, 
respectivamente. Se plantas homozigotas para os 
alelos recessivos desses genes forem cruzadas com 
plantas homozigotas para os alelos dominantes, e 
for realizado cruzamento-teste das plantas da F com 
plantas recessivas triplas, que genotipos voce espera 
encontrar? Em que proporgoes? Considere que a in¬ 
terferencia e completa nesse intervalo de mapa. 

7.21 Um geneticista de Drosophila fez um cruzamento 
entre femeas homozigotas para as tres mutagoes re¬ 
cessivas ligadas ao X (j>, corpo amarelo; ec, formato 
de olhos equino; w, cor dos olhos branca) e machos 
de tipo selvagem. Em seguida, cruzou as femeas da 
F com machos mutantes triplos e obteve os seguin¬ 
tes resultados: 


Femeas 

Machos 

Numero 

+ + -f - fyecw 

+ + + 

475 

y ec w/y ec w 

y ecw 

469 

y + +/y ecw 

y + + 

8 

+ ec w/y ec w 

+ ecw 

7 

y + w/y ec w 

y + w 

18 

+ ec+/y ecw 

+ ec + 

23 

+ + w/y ec w 

+ 

0 

y ec +/y ec w 

y ec+ 

0 


Determine aordem dos tres lociy, ece we estime 
as distancias entre eles no mapa de ligagao do cro¬ 
mossomo X. 


7.22 Um geneticista de Drosophila fez um cruzamento en¬ 
tre femeas homozigotas para as tres mutagoes liga¬ 
das ao X (y, corpo amarelo ; B, formato de olhos em 
barra; v, cor vermelhao dos olhos) e machos de tipo 
selvagem. As femeas da F , que tinham corpo cinza 
e olhos em barra com pigmento vermelho-escuro, 
foram cruzadas com machos y B3 v, com o seguinte 
resultado: 


Fenotipo 

corpo amarelo, olhos em barra, * 

vermelhao 

tipo selvagem 

corpo amarelo 

olhos em barra, vermelhao 

corpo amarelo, olhos vermelhao 
olhos em barra 

corpo amarelo olhos em barra 
olhos vermelhao 


Numero 

546 

244 

160 

50 


Determine a ordem desses tres loci no cromosso¬ 
mo X e estime as distancias entre eles. 


7.23 O cruzamento-teste de femeas de Drosophila hetero- 
zigotas para tres mutagoes recessivas e (corpo eba¬ 
no) , st (olhos escarlate) e ss (ausencia de cerdas) 
obteve a seguinte prole: 


Fenotipo Numero 

tipo selvagem 67 

corpo ebano 8 

corpo ebano, olhos escarlate 68 

corpo ebano, ausencia de cerdas 347 

corpo ebano, olhos escarlate, ausencia 78 

de cerdas 

olhos escarlate 368 

olhos escarlate, ausencia de cerdas 10 

ausencia de cerdas 54 


(a) O que indica que os genes estao ligados? 

(b) Qual era o genotipo das femeas heterozigotas origi¬ 
nals? 

(c) Qual e a ordem dos genes? 

(d) Qual e a distancia de mapa entre e e si? 

(e) Entre ec ss ? 
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(f) Qual e o coeficiente de coincidencia? 

(g) Faga o diagrama dos cruzamentos desse experi- 
mento. 

7.24 Considere uma femea de Drosophila com o seguinte 
genotipo do cromossomo X: 

w dor + 

w + dor 

Os alelos recessivos w e dor causam cores dos olhos 
mutantes (branca e laranja-escuro, respectivamen- 
te). No entanto, w e epistatico em relagao a dor, isto 
e, os genotipos w dor/Y e w dor/w produzem olhos 
brancos. Se houver recombinagao de 40% entre w 
e dor, que proporgao dos filhos machos dessa femea 
heterozigota tera fenotipo mutante? Que propor¬ 
gao tera olhos vermelhos ou laranja-escuro? 

7.25 Em Drosophila, as mutagoes recessivas ligadas ao 
X prune ( pn ) e garnet (g) recombinam-se com fre¬ 
quencia de 0,4. Essas duas mutagoes tornam os 
olhos castanhos em vez de vermelho-escuros. Fe- 
meas homozigotas para a mutagao pn f'oram cruza- 
das com machos hemizigotos para a mutagao g, e 
as filhas da F , todas com olhos vermelho-escuros, 
foram cruzadas com os irmaos de olhos castanhos. 
Preveja a frequencia de filhos machos que terao 
olhos vermelho-escuros nesse ultimo cruzamento. 

7.26 Suponha que haja em Drosophila tres genes ligados 
ao X, x, y,e z, e que cada alelo mutante e recessivo 
em relagao ao alelo selvagem. O cruzamento entre 
femeas heterozigotas para esses tres loci e machos 
de tipo selvagem produziu a seguinte prole: 


Femeas 

+ 

+ 

+ 

1.010 

Machos 

+ 

+ 

+ 

39 


+ 

+ 

Z 

430 


+ 


z 

32 


X 

- 1 - 

+ 

27 


X 

y 

+ 

441 


X 


z 

31 





Total: 2.010 


Usando esses dados, construa um mapa de liga¬ 
gao genica dos tres genes e calcule o coeficiente de 
coincidencia. 

7.2 No nematodeo Caenorhabditis elegans, os genes liga¬ 
dos dpy (corpo troncudo [dumpy]) e unc (compor- 
tamento descoordenado [uncoordinated]) recombi¬ 
nam-se com uma frequencia P. Se um heterozigoto 
para repulsao com mutagoes recessivas nesses genes 
for autofertilizado, que fragao da prole tera corpo 
troncudo e movimentos descoordenados simulta- 
neamente? 

7.28 No cruzamento-teste a seguir, os genes a e b estao 
distantes 20 cM, e os genes bee estao distantes 
10 cM: a+c/+b+Xab c/a be. Se o coeficiente 
de coincidencia e 0,5 nesse intervalo no mapa de 


ligagao, quantos indivfduos homozigotos recessivos 
triplos sao esperados na prole de 1.000 individuos? 

7.29 Femeas de Drosophila heterozigotas para tres muta¬ 
goes recessivas, a, be c, foram cruzadas com machos 
homozigotos para as tres mutagoes. O resultado do 
cruzamento foi: 


Fenotipo Numero 


+ 

+ 

+ 

75 

+ 

+ 

c 

348 

+ 

b 

c 

96 

a 

+ 

+ 

110 

a 

b 

+ 

306 

a 

b 

c 

65 


Faga um mapa de ligagao mostrando a ordem 
correta desses tres genes e estime as distancias en¬ 
tre eles. 


7.30 Um segundo cromossomo de Drosophila que tinha 
uma mutagao letal recessiva, l(2)gl4, foi mantido 
em estoque com um cromossomo balanceador 
marcado por uma mutagao dominante para asas 
recurvadas (curly). Essa ultima mutagao, designa- 
da Cy, tambem esta associada a um efeito letal re¬ 
cessivo, mas esse efeito e diferente do efeito de 1(2) 
gl4. Assim, as moscas l(2)g!4/Cy sobrevivem e tern 
asas recurvadas. Moscas sem a mutagao Cy tern asas 
retas. Um pesquisador cruzou femeas l(2)g!4/Cy 
com machos que tinham os segundos cromosso- 
mos com diferentes dele goes (tod os homozigotos 
letais) balanceados em relagao ao cromossomo Cy 
(genotipo Df/Cy). Cada cruzamento foi classifica- 
do quanto a presenga ou ausencia de prole com 
asas retas. 


Cruzamento 


Locai da delecao 


IlHIII ■ Hffi 



1 2 3 4 5 6 7 8 


10 


1112 


1 

2 

3 

4 



5 



Prole sem 
asas recurvadas 


nao 

nao 

sim 

sim 

nao 


Em que banda esta localizada a mutagao letal 1(2) 
gl4? 

7.31 O heredograma a seguir, apresentado em 1937 por 
C. L. Birch, mostra a heranga de discromatopsia e 
hemofilia ligadas ao X em uma familia. Qual e o 
genotipo de II-2? Algum de seus filhos apresenta 
evidencias de recombinagao entre os genes para 
discromatopsia e hemofilia? 





















162 Fundamerttos de Genetica 
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Legenda dos fenotipos: 

1 2 

(~) Normal 

joi 

Discromatopsia 

1 2 3 

Hemofilia 


■i 


1 2 3 


7.32 O heredograma a seguir, apresentado em 1938 por 
B. Rath, mostra a heranga de discromatopsia e he- 
mofilia ligadas ao X em uma familia. Quais sao os 
possfveis genotipos de II-l? Para cada genotipo pos- 
sfvel, avalie se os filhos de 11-1 tem evidencias de 
recombinagao entre os genes para discromatopsia 
e hemofilia. 


I 

II 




Legenda dos fenotipos: 


(~) Normal 


Discromatopsia 


Hemofilia 

Bj Discromatopsia e hemofilia 


Visao das cores incerta 


7.33 Uma mulher normal, cujo pai tinha discromatop¬ 
sia, casou-se com um homem normal, e seu pri- 
meiro filho, um menino, e hemofflico. Tanto a dis¬ 
cromatopsia quanto a hemofilia sao causadas por 


mutagoes recessivas ligadas ao X, e os genes em ques- 
tao sao separados por 10 cM. Esse casal pretende ter 
outro filho. Qual e a probabilidade de que ele tenha 
hemofilia? Discromatopsia? Hemofilia e discroma¬ 
topsia? Nem hemofilia nem discromatopsia? 

7.34 Duas linhagens de milho, Ml e M2, sao homozi- 
gotas para quatro mutagoes recessivas, a, b, c e d, 
em um dos grandes cromossomos no genoma. A li- 
nhagem W1 e homozigota para os alelos dominan- 
tes dessas mutagoes. Os hfbridos produzidos pelo 
cruzamento de Ml e W1 apresentam muitas classes 
diferentes de recombinantes, enquanto os hfbridos 
produzidos pelo cruzamento de M2 e YVl nao tem 
recombinantes. Qual e a diferenga entre Ml e M2? 

7.35 Um geneticista estudioso de Drosophila identificou 
uma linhagem de moscas com uma grande inversao 
no brago esquerdo do cromossomo 3. Essa inversao 
inclui duas mutagoes, e (corpo ebano [ ebony] ) e cd 
(olhos vermelho-vivo [ cardinal] ), e e ladeada por 
duas outras mutagoes, sr (torax listrado [ stripe] ) a 
direita e ro (olhos rugosos [ rough] ) a esquerda. O 
geneticista quer substituir as mutagoes e e cd den- 
tro da inversao por seus alelos selvagens e pretende 
fazer isso recombinando o cromossomo invertido, 
mutante multiplo, com um cromossomo sem inver¬ 
sao, de tipo selvagem. Com que ocorrencia o ge¬ 
neticista esta contando para alcangar seu objetivo? 
Explique. 


Genomica na W e b em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


Os mapas cromossomicos foram desenvolvidos por T. H. 
Morgan e seus alunos, que usaram Drosophila como orga- 
nismo experimental. 

1. Encontre no mapa genetico as posigoes dos genes w 
(olhos brancos), m (asas em miniatura) ef (cerdas bi- 
furcadas) no cromossomo X (tambem designado cro¬ 
mossomo 1) de Drosophila melanogaster. 

2. Encontre as posigoes desses tres genes no mapa citoge- 
netico do cromossomo X de D. melanogaster. 

Dica: No site, clique em Genomes and Maps, depois em 
Genome Project e, por fim, em Genomic Biology. Entao, em 
Genoma resources, clique em Insects. Abra a pagina sobre 
Drosophila melanogaster e, em Sequencing Centers, na barra 
lateral, clique em FlyBase, que e o banco de dados de in- 
formagoes genomicas sobre Drosophila. Na pagina princi¬ 
pal de FlyBase, procure por um dos tres genes para encon- 
trar as localizagoes geneticas e citologicas. 


3. Use a fungao Map Viewer no site para localizar w, me f 
no ideograma do cromossomo X. 

4. Genes homologos sao genes derivados de um ances¬ 
tral comum. O gene SRY responsavel pela determi- 
nagao do sexo em seres hum an os esta localizado no 
cromossomo Y. Um homologo desse gene, denomina- 
do SOX3, esta localizado no cromossomo X. Encontre 
esses dois genes nos ideogramas dos cromossomos se- 
xuais humanos. Em que bandas estao localizados? 

5. RBMX e RBMY sao outro par de genes homologos nos 
cromossomos X e Y humanos. Localize esses dois ge- 
nes em relagao a SOX3 e SRY. A luz da historia evolu- 
tiva dos cromossomos X e Y, qual poderia ser o res¬ 
ponsavel pelas posigoes desses dois pares de genes nos 
cromossomos sexuais? 

Dica: Pesquise usando a fungao u Find in This View" na pa¬ 
gina Map Viewer do site. 



















































Genetica de Bacterias 

e seus Virus 




Virus e bacterias em genetica 
Genetica dos virus 
Genetica das bacterias 
Mecanismos de troca genetica em bacterias 
Significado evolutivo da troca genetica em 

Oscar Peterson, filho de noruegueses que imigraram para bacterias 

a fronteira do Minnesota no fim do seculo 19, era uma crian- 
ga feliz. Mas essa infancia feliz durou pouco. Logo, sua mae 
adoeceu gravemente, com uma tosse incessante, dor toracica e 
febre alta. Sua mae tinha tuberculose (TB), uma doenga temida, 
causada pela bacteria Mycobacterium tuberculosis. A TB e al- 
tamente contagiosa porque o M. tuberculosis e transmitido por 
gotfculas em aerossol produzidas quando uma pessoa infectada 
tosse ou espirra. Muitas vezes era fatal, porque nao existia trata- 
mento eficaz na epoca. Prescrevia-se ar fresco e, por isso, a famflia 
Peterson dormia com as janelas abertas, mesmo durante os tme¬ 
ses de inverno. Por ser a tuberculose tao contagiosa, as famflias 
que tinham aiguem doente viviam em isolamento quase total. Os 
amigos tinham medo de visita-las e contrair a doenga. A mae de 
Oscar morreu quando ele tinha 14 anos, e sua vida imediatamen- 
te mudou. Ele abandonou a escola para cuidar dos irmaos mais 
novos enquanto o pai trabalhava. 

Milhares de familias fronteirigas como os Peter¬ 
sons lutaram para sobreviver ao flagelo da tuberculo¬ 
se na primeira parte do seculo 20. Depois, Alexander 
Fleming descobriu a penicilina, e houve uma revolu- 
gao no tratamento das doengas bacterianas. Durante 
as decadas de 1940 e 1950, os cientistas descobriram 
um arsenal de antibioticos altamente eficazes. Des- 
se modo, houve uma nitida queda da incidencia de 
tuberculose nos EUA durante a decada de 1970. Na 
verdade, muitos medicos acreditavam que a TB pode- 
ria ser totalmente erradicada. Infelizmente, estavam 
errados! 

Em 16 de novembro de 1991, uma manchete no 
The New York Times anunciava: “Tuberculose resisten- 
te a medicamentos provoca 13 mortes nas prisoes 
de Nova York". Depois, um agente penitenciario em 

Siracusa morreu vitima da mesma linhagem de M. tu- Mycobacterium tuberculosis, a bacteria causadora da tuberculose em seres 
berculosis resistente que matara os presidiarios e, infe- humanos. 



lizmente, essa linhagem resistente era apenas a ponta do iceberg. 
Hoje, muitas linhagens de M. tuberculosis sao resistentes a toda 
uma serie de farmacos e antibioticos. Essas linhagens resistentes 
sao de dois tipos: linhagens multirresistentes (MDR), que resistem 
a maioria dos antibioticos normalmente prescritos, e linhagens 
extremamente resistentes (XDR), resistentes tambem aos anti¬ 
bioticos usados no tratamento da TB MDR. As linhagens MDR e 
XDR de M. tuberculosis estao presentes em todo o mundo, com 
frequences particularmente altas nas prisoes, desde Nova York ate 
a Siberia. A base genetica dessa TB multirresistente e analisada 
adiante neste capitulo (veja Plasmidios e epissomos) e no Capi- 
tulo 17. 


Bacterias multirresistentes | 
Uma bomba-relogio? 
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Qual e a gravidade da ameaga que o surgimento das bacterias 
MDR e XDR representa para a saude humana? O Dr. Lee Reichman, 
um dos grandes especialistas mundiais em tuberculose, definiu a 
M. tuberculosis MDR como Lima "bomba-relogio". Em todo o mun- 
do, 2 bilhoes de pessoas (15 milhoes nos EUA) estao infectadas 
por M. tuberculosis latente. Desses, 8,4 milhoes desenvolvem TB 
ativa e 2 milhoes morrem anualmente. Em 18 de margo de 2010, a 


Organizagao Mundial da Saude divulgou que a TB MDR e a TB XDR 
alcangaram niveis recorde, com 440.000 casos mundiais em 2008. 
Em algumas regibes do mundo, uma em cada quatro pessoas com 
TB nao e tratada corretamente com esquemas antibioticos de re¬ 
ferenda; elas estao infectadas pelas linhagens MDR e XDR de M. 
tuberculosis.Tah/ei devamos tomar medidas para enfrentar a crise 
da TB MDR e XDR agora - antes que a “bomba" exploda. 



Virus e bacterias em genetica 

Bacterias e virus fizeram contribuigoes importantes para 
a ciencia da genetica. 

Vivemos em um mundo com incontaveis bacterias e 
virus. Algumas bacterias, como a M. tuberculosis , sao 
prejudicial; outras, como as que usamos para produ- 
zir iogurte, sao uteis. As bacterias tern papel importan- 
te nos ecossistemas do plane la. Elas erodem as rochas, 
capturam energia das substancias no ambiente, fixam o 
nitrogenio atmosferico em substancias que podem ser 
usadas por outros organismos e decompoem o corpo de 
organismos mortos. Se as bacterias nao desempenhas- 
sem essas fun goes, nao existiria a vida da maneira que 
conhecemos. Esses diminutos organismos possibilitam 
a sobrevivencia de grandes organismos multicelulares 
como nos. 

Os geneticistas comecaram a estudar as bacterias e seus 
virus em meados do seculo 20, anos depois da consolida- 
gao dos principios de Mendel e da teoria cromossomica 
da hereditariedade. Para os primeiros geneticistas bac- 
terianos e virais, esses minusculos organismos pareciam 
oferecer a possibilidade de ampliar a analise genetica ale 
um nivel bioquimico mais profundo - na verdade, ate as 
moleculas que constituem os genes e os cromossomos. 
Como veremos neste capitulo e nos subsequentes, essa 
perspectiva empolgante foi concretizada. A analise gene¬ 
tica de bacterias e virus possibilitou que pesquisadores 
sondassem a natureza quimica dos genes e seus produtos. 
Tudo que agora chamamos de biologia molecular teve 
como base o estudo de bacterias e virus. 

Para um cientista pesquisador, as bacterias e os virus 
tern diversas vantagens em comparagao com organis¬ 
mos como o milho ou a Drosophila . A primeira e que sao 
pequenos, reproduzem-se com rapidez e formam gran¬ 
des populagoes em questao de dias. Um experimenta- 
dor pode criar 10 H) bacterias em um pequeno tubo de 
cultura; ja 10 1(1 Drosophila oeupariam uma sala de 4 m 
X 4 m X 4 m. A segunda e que bacterias e virus podem 
crescer em meio de cultura definido bioquimicamen- 
te. Como os constituintes do meio de cultura podem 
ser modificados a vontade, um pesquisador e capaz de 


identificar as necessidades quimicas do organismo e in- 
vestigar como ele processa essas substancias durante seu 
metabolismo. Tambem e possivel acrescentar farmacos 
como antibioticos ao meio para destruir as bacterias se- 
letivamente. Esse tipo de tratamento possibilita ao pes¬ 
quisador identificar linhagens resistentes e sensiveis de 
uma especie de bacterias - por exemplo, para verificar 
se o M. tuberculosis cultivado em material colhido de um 
paciente e resistente a determinado antibiotico. A ter- 
ceira vantagem e que bacterias e virus tern estruturas 
e fisiologia relativamente simples. Portanto, sao ideais 
para o estudo de processes biologicos fundamentals. 
Por fim, e facil detectar a variabilidade genetica entre 
esses microrganismos. Ao examinarmos bacterias ou 
virus, quase sempre constatamos que tern fenotipos di- 
versos e que essas diferengas sao hereditarias. Por exem- 
plo, algumas linhagens de especies bacterianas podem 
crescer em um meio definido bioquimicamente cuja 
unica fonte de energia e a lactose, mas outras nao. As 
linhagens incapazes de crescer nesse tipo de meio sao 
mutantes em relagao ao metabolismo da lactose. A capa- 
cidade de obter linhagens mutantes de bacterias e virus 
possibilitou que os geneticistas analisassem fenomenos 
complexos como o recrutamento de energia, a sintese 
proteica e a divisao celular em nivel molecular. 

Os avangos da biologia molecular durante as ultimas 
decadas garantiram muitas informagoes sobre os geno- 
mas de muitos virus e bacterias. Hoj e, conhecemos as se- 
quencias nucleotidicas completas dos genomas de uma 
grande quantidade de virus e bacterias. Essas sequencias 
oferecem informagoes detalhadas sobre o controle gene- 
tico do metabolismo em diversas especies de microbios e, 
principalmente, sobre suas relagoes evolutivas. Examina- 
remos algumas dessas informagoes no Capitulo 15 (veja 
Genomica comparativa). 

Neste capitulo nos concentraremos em alguns virus e 
bacterias que tiveram papeis importantes na analise ge¬ 
netica. Esses microrganismos incluem a bacteria Escheri¬ 
chia coli e dois virus que a infectam. Iniciaremos nossa 
investigagao com os microrganismos mais simples - os 
virus que infectam bacterias como a E. coli. 
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PONTOS ESSENCIAIS • O tamanho pequeno, o tempo de geragao curto e as estruturas simples tomaram bacterias e 

virus sistemas-modelo uteis para estudos geneticos 

* Muitos conceitos bdsicos de genetica foram deduzidos inicialmente a partir de estudos de 
bacterias e virus. 


Genetica dos vfrus 

Os virus so se reproduzem ao infectarem celuLas hos- 
pedeiras vivas. Os bacteriofagos sao vfrus que infectam 
bacterias. Varies conceitos geneticos importantes foram 
descobertos gragas aos estudos de bacteriofagos. 

Os vfrus situam-se na fronteira entre seres vivos e nao vi¬ 
vos. Considere, por exemplo, lira virus que produz man- 
chas nas folhas do tabaco, disturbio denominado doen- 
ga do mosaico do tabaco. O vfrus do mosaico do tabaco 
(TMV) pode ser cristalizado e armazenado durante anos. 
Nesse estado, nao apresenta nenhuma das propriedades 
normalmente associadas aos sistemas vivos: nao se repro- 
duz, nao cresce nem se desenvolve; nao usa energia e nao 
responde a estfmulos ambientais. No entanto, se uma 
suspensao lfquida contendo o TMV for esfregada sobre 
a folha do tabaco, os vfrus em suspensao infectarao as 
celulas, se reproduzirao, usarao a energia fornecida pe- 
las celulas vegetais e responderao a sinais celulares. Sem 
duvida, eles apresentam propriedades de sistemas vivos. 

Na verdade, e a simplicidade dos virus que os torna 
recursos de pesquisa ideais para analise genetica. Muitas 
questoes diffeeis de responder quando se usavam siste¬ 
mas eucarioticos mais complexos foram resolvidas pelo 
uso de vfrus. No Capftulo 9, nos discutiremos experimen- 
tos que usaram vfrus para mostrar que as info imagoes 
geneticas sao armazenadas no DNA e no RNA. Nos Ca- 
pftulos 10, 11 e 12 discutiremos experimentos com uso 
de vfrus para esclarecer os mecanismos de duplicagao, 
transcrigao e tradugao do DNA. Neste capftulo, nos con- 
centraremos em vfrus que infectam bacterias: discorrere- 
mos sobre a organizagao de seus genomas e os metodos 
desenvolvidos por geneticistas para analisa-los. 

Os vfrus que infectam bacterias sao denominados 
bacteriofagos (do grego, “comer bacterias”). Entre os mui¬ 
tos bacteriofagos identificados, dois tiveram papeis mais 
importantes na elucidagao de conceitos geneticos. Es¬ 
ses dois vfrus infectam a Escherichia coli, bacilo presente 
no colon. Os bacteriofagos sao classificados em dois ti- 
pos — virulentos e temperados — de acordo com o estilo 
de vida nas celulas infectadas. O bacteriofago T4 (fago 
T4) e um fago virulento; usa o mecanismo metabolico 
da celula hospedeira para se multiplicar e destroi a ce- 
lula durante esse processo. O bacteriofago lambda (\), 
um fago temperado, e outro colifago (fago que infecta 
E. coli); esse fago, porem, pode destruir a celula hospe¬ 
deira, como o fago T4, ou fazer uma associagao especial 
com o hospedeiro e replicar seu genoma junto com o 
genoma da celula hospedeira a cada duplicagao celular. 


Os resultados de estudos realizados com bacteriofagos T4 
e lambda estabeleceram paradigmas geneticos relevantes 
para compreender outros tipos de vfrus, como o vfrus da 
imunodeficiencia humana, HIV (veja discussao sobre o 
HIV no Capftulo 17). 

BACTERI6FAGO T4 

O bacteriofago T4 e um vfrus grande cujas informagoes 
geneticas sao armazenadas em uma molecula de DNA bi- 
filamentar armazenada dentro de uma cabega proteica 
(Figura 8.1A). O virus e quase todo constitufdo de protef¬ 
nas e DNA - em quantidades aproximadamente iguais 
(Figura 8.1B). O cromossomo de T4 tern aproximadamen¬ 
te 168.800 pares de bases e contem cerca de 150 genes ca- 
racterizados e um numero igual de sequencias nao carac- 
terizadas que supostamente sao genes. A cauda do vfrus 
tem varios componentes importantes. A cavidade central 
e um canal usado para injetar o DNA do fago na bacteria. 
A bainha da cauda atua como um pequeno musculo que 
se contrai e empurra o centro da cauda atraves da parede 
da bacteria. As seis fibras da cauda sao usadas para localizar 
receptores na celula hospedeira, e as espfculas da cauda 
na placa basal ligam-se com firmeza a esses receptores. O 
funcionamento correto de todos esses componentes e im- 
prescindfvel para que o fago infecte uma celula de E. coli 

O bacteriofago T4 e um fago litico; quando infecta uma 
bacteria, replica-se e destroi a celula hospedeira, produ- 
zindo cerca de 300 vfrus por celula infectada (Figura 8.2). 
Depois que e injetado na bacteria hospedeira, o DNA do 
fago coman da com rapidez (dentro de 2 min) a sfntese 
de protefnas que bloqueiam a transcrigao, a tradugao e 
a replicagao de genes bacterianos, permitindo que o vf¬ 
rus assuma o controle do mecanismo metabolico do hos¬ 
pedeiro. Alguns genes do fago codificam nucleases que 
decompoem o DNA do hospedeiro. Outras protefnas 
do fago iniciam a replicagao do DNA do fago. Um pou- 
co mais tarde, sao expresses os genes que codificam os 
componentes estruturais do vfrus. Em seguida, comega a 
montagem dos fagos da prole; a prole infecciosa comega 
a se acumular na celula hospedeira aproximadamente 
17 min apos a infeegao. Por volta de 25 min depois da 
infeegao, uma enzima codificada pelo fago, denominada 
lisozima, decompoe a parede celular bacteriana e rompe 
a bacteria hospedeira, liberando cerca de 300 fagos por 
celula infectada. 

Como ja mencionado, o T4 codifica nucleases que de- 
gradam o DNA do hospedeiro. Os produtos dessa degra- 
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■ Fit JRA 8. Bacteriofago T4. A. Diagrama mostrando a estrutura do 
bacteriofago T4. B. Micrografia eletronica de um bacteriofago T4 (cen¬ 
tra) cujo DNA foi liberado porchoque osmotico. E possfvel ver as duas 
extremidades da molecula linear de DNA. 


dagao sao usados na sfntese de DNA do fago. Mas como 
essas enzimas degradam o DNA do hospedeiro sem des- 
truir o DNA do virus? A resposta e que o DNA de T4 tem 
uma base incomum — 5-hidroximetilcitosina (HMC; cito- 
sina com um grupo — CH OH ligado a um dos atomos da 
molecula de citosina) — em vez de citosina. Alem disso, ha 
derivados das moleculas de glicose ligados a HMC. Essas 
modificagoes protegem o DNA do T4 contra a decompo- 
sigao pelas nucleases que decompoem o DNA da celula 
hospedeira. 

E possfvel mapear os genes nos cromossomos do 
bacteriofago T4 usando frequencias de recombinagao, da 


mesma maneira que em eucariotos. No entanto, como os 
virus tem so um cromossomo que nao passa por meiose, 
o metodo de mapeamento e um pouco diferente do usa- 
do em um organismo como a Drosophila. Os cruzamentos 
sao realizados por infecgao simultanea de bacterias hos- 
pedeiras com dois tipos diferentes de fagos, seguida de 
pesquisa de genotipos recombinantes na prole de fagos. 
As distancias de mapa, em centiMorgans, sao calculadas 
como o mimero medio de crossing overs ocorridos entre 
marcadores geneticos. Quando as distancias sao curtas, 
as distancias de mapa sao aproximadamente iguais a por- 
centagem de cromossomos recombinantes na prole. 

Existem muitos tipos diferentes de alelos mutantes 
no fago T4. As mutagoes termossensfveis ( ts ) estao entre 
as mais uteis. O T4 de tipo selvagem cresce em tempe- 
raturas que van am de aproximadamente 25°C a 42 °C, 
enquanto os mutantes termossensfveis crescem a 25 °C, 
mas nao a 42°C. Assim, e possfvel distinguir os mutan¬ 
tes ts do fago de tipo selvagem por cultura do fago em 
baixa e alta temperatura. Discutiremos essas mutagoes 
termossensfveis e outros tipos de mutantes de T4 nos 
Capftulos 12 e 13. 


BACTERIOFAGO LAMBDA 

O bacteriofago lambda (\) e outro colifago que fez gran- 
des contribuigoes a genetica. Ele e menor que o T4; mas 
seu ciclo de vida e mais complexo. O genoma de lambda 
contem cerca de 50 genes em uma molecula de DNA bi- 
filamentar com 48.502 pares de bases de comprimento. 
Essa molecula linear de DNA esta na cabega do \ (Figu- 
ra 8.3). Logo depois de ser injetado na celula de E. coli, a 
molecula de DNA de \ 6 convertida em uma forma cir¬ 
cular, que participa de todos os processos intracelulares 
subsequentes. 

Dentro da celula, o cromossomo circular de A. pode 
seguir por duas vias (Figura 8.4). Pode entrar em um ci¬ 
clo lftico, durante o qual se reproduz e codifica enzimas 
que lisam a celula hospedeira, assim como o fago T4. Ou 
pode entrar em uma via lisogenica, na qual e inserido no 
cromossomo da bacteria hospedeira e, depois, e replica- 
do junto com esse cromossomo. Nesse estado integrado, 
o cromossomo do A e denominado prof ago. Para que esse 
estado continue, os genes do profago que codificam pro- 
dutos participantes da via lftica — por exemplo, enzimas 
que participam da replicagao do DNA do fago, protef- 
nas estruturais necessarias para a morfogenese do fago 
e a lisozima que catalisa a lise celular — nao podem ser 
expressos. 

A integragao do cromossomo do A ocorre por um 
evento de recombinagao sftio-especffico entre o DNA cir¬ 
cular do A e o cromossomo circular de E. coli (Figura 8.5). 
Essa recombinagao ocorre em sftios de ligagao especffi- 
cos - attP no cromossomo de A e attB no cromossomo 
bacteriano - ee mediada pelo produto do gene int do A, 
a integrase do A. A integrase faz a insergao covalente do 
DNA do A no cromossomo da celula hospedeira. A re¬ 
combinagao sftio-especffica ocorre na regiao central dos 
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T = 25 min: 

lise da bacteria hospedeira, 
com liberacao de 

i 

aproximadamente 
300 fagos filhos. 


o 


i 


p 'JFjII 

ifl 

JM 




T = 0 min: um bacteriofago T4 fixa-se a 

celula de £. coti e injeta seu DNA. 






© 


T = 2 min: 

inicio da smtese de mRNA 
especificos do fago. 


T = 17 min: 

montagem das primeiras 
particulas completas 
do fago. 




Legenda: 

— DNA do T4 
DNA de E. coli 

9^9- mRNA de T4 fixado a 

ribossomos do hospedeira 
® Proteinas especificas do fago 

/~\ Fibra da cauda montada 





T = 6 min: 

a repiicacao do DNA do 
fago comeca; o DNA do 
hospedeira foi degradado 
por nucleases codificadas 
pelo fago. 


T = 14 min: comecam a surgir cabecas 

contendo DNA, caudas sem 
fibras e fibras da cauda montadas. 


■ FIGURA 8.2 O ciclo de vida do bacteriofago T4. 




P’Cabeca 


DNA na 
cabeca 


>Cauda 


■ FiGURA 8.3 Bacteriofago A. Micrografia eletronica (A) e diagrama (B) mostram a estrutura do bacteriofago A. 
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Forma circular do 
cromossomo de lambda 



Muitos 
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I. Via litica 1 II. Via iisogenica 
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Recombinacao 
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Montagem 

viral 






FfGURA 8.^ O cido de vida do bacteridfago X. Os dois estados intraceLulares do bacteridfago lambda: crescimento tftico e tisogenia. 


sftios de ligagao, onde attPe attB tem a mesma sequencia 
de 15 pares de nucleotidios: 

GCTTTTTTATACTAA 

CGAAAAAATATGATT 

Com excegao dessa sequencia central, attP e attB tem se- 
quencias muito diferentes. Como a recombinagao ocorre 
nessa sequencia central durante a integragao, os sftios 
attB/P e attP/B resultantes que flanqueiam o profago 
integrado tambem con tem a sequencia de 15 pares de 
nucleotidios. Essas estruturas sao importantes porque fa- 
cilitam a excisao do profago por um processo de recom¬ 
binagao sftio-especffico muito semelhante. 

Cerca de uma vez em cada 10 5 divisoes celulares, o pro¬ 
fago X e excisado espontaneamente do cromossomo do 
hospedeiro e entra na via Iftica. Esse fenomeno explica 
por que se diz que o profago esta em estado lisogmico, isto 
e, capaz de causar lise, ainda que com baixa frequencia. 
A excisao do profago X tambem pode ser induzida, por 
exemplo, por irradiagao com luz ultravioleta. O proces¬ 
so de excisao geralmente e preciso, com recombinagao 


sftio-especffica entre as sequencias centrais em attB/P e 
attP/B. Produz um cromossomo do X autonomo que tem 
a forma pre-integragao original. A excisao requer a inte- 
grase do X e o produto do gene xis do X, a excisase do X. 
Essas duas enzimas medeiam um processo de recombina¬ 
gao sftio-especffica que e praticamente o inverso do pro¬ 
cesso de integragao. As vezes, a excisao e anomala, o DNA 
bacteriano e excisado junto com o DNA do fago. Quando 
isso ocorre, o virus resultante e capaz de transferir ge¬ 
nes bacterianos de uma bacteria hospedeira para outra. 
Discutiremos esse processo adiante (veja Mecanismos de 
troea genetica em bacterias). 

Estudos com o fago X contribufram muito para nosso 
conhecimento sob re os fenomenos genetic os. Analisare- 
mos a replicagao do cromossomo do X no Capftulo 9. A 
descoberta do profago X (gragas a qual Andre Lwoff foi 
um dos laureados com o Premio Nobel de Fisiologia ou 
Medicina em 1965) criou o paradigma para os estados 
provirais do virus da imunodeficiencia humana (HIV) 
(Capftulo 17. e de varios virus tumorais de RNAde verte- 
brados (Capftulo 21). 
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Infeccao 

r 


Forma linear de empacotamento do 
cromossomo de lambda mostrando 
as localizacoes de alguns genes. 




k 

V" 

m 




Q 




X 


I 


Forma intracelular circular do 
cromossomo de lambda. 



Recombinacao sitio-especifica 
mediada pela integrase do X. 


Cromossomo circular da £. coii. 


aVl 


^ fntegracao 



Cromossomo circular de uma 
celula da £. coli lisogenica. 


■ FIGURA 8.5 Integragao da molecula de DNA do X ao cromossomo de E. coli. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Os virus sdo pamsitos obrigatorios que so se reproduzem ao infectarem celulas hospedeiras 
vivas 


• Os bacteriofagos sdo virus que infectam bacterias 

• O bacteriofago T4 e umfago litico que infecta E. coli, se reproduz e lisa a celula hospedeira 

• O bacteriofago lambda (K) pode enirar em uma via Utica, como T4, ou em uma via lisogenica, 
na qual sen cromossomo e inserido no cromossomo da bacteria 

• Em seu estado integrado, o cromossomo do X e denominado prof ago, e seus genes liticos 
mantem-se inativos. 


Genetica das bacterias_ 

As bacterias contem genes que sofrem mutagao e pro- 
duzem fenotipos alterados. A transferencia genica em 
bacterias e unidirecionaL - das celulas doadoras para as 
receptoras. 

As informagoes geneticas da maioria das bacterias estao 
armazenadas em um cromossomo principal, que tern 


alguns milhares de genes, e em um numero variavel de 
“minicromossomos” denominados plasmidios e episso- 
mos. Os plasmidios sao moleculas de DNA circulares de 
replicagao autonoma que tem de tres a varias centenas 
de genes. Algumas bacterias contem ate 11 diferentes 
plasmidios alem do cromossomo principal. Os epissomos 
sao semelhantes aos plasmidios, mas a replicagao dos 
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epissomos pode ser autonoma ou ocorrer como parte do 
cromossomo principal — em um estado integrado como 
o profago 

A reprodugao das bacterias e assexuada por divisao 
simples, e cada celula-filha recebe uma copia do cromos¬ 
somo. Elas sao monoploides, mas “multinucleadas”, ou 
seja, a celula geralmente contem duas ou mais copias 
identicas do cromossomo. Os cromossomos de bacte¬ 
rias nao passam pelos ciclos de condensagao mitotica e 
meiotica que ocorrem durante a divisao celular e a ga- 
metogenese em eucariontes. Portanto, os processos de 
recombinaqao — distribuigao independente e crossing over 
meiotico — que ocorrem durante a reprodugao sexuada 
em eucariotos nao ocorrem em bacterias. 

Todavia, a recombinagao foi tao importante na evolu- 
gao de bacterias quanto na evolugao de eucariotos. Na 
verdade, processos semelhantes a reprodugao sexuada - 
processos parassexuados - ocorrem em bacterias. Abor- 
daremos esses processos depois de analisar alguns tipos 
de mutantes usados em genetica bacteriana e a natureza 
unidirecional da transferencia de genes entre bacterias. 

GENES MUTANTES EM BACTERIAS 

As bacterias crescem em meio lfquido, com frequencia 
exigindo aeragao, ou na superficie de um meio semis- 
solido contendo agar. Se cultivada em meio semissolido, 
cada bacteria divide-se e cresce de maneira exponencial, 
produzindo uma colonia visrvel na superficie do meio. 
O numero de colonias surgidas em uma placa de cultura 
pode ser usado para esdmar o numero de bacterias origi- 
nalmente presentes na suspensao aplicada a placa. 

Cada especie de bacteria produz colonias com cor e 
morfologia especificas. A Serratia marcescens , por exem- 
plo, produz um pigmento vermelho, com formagao de 
colonias vermelhas distintas (Figura 8.6). Mutagoes nos 
genes das bacterias podem modificar tanto a cor quanto 



M fIC JRA 8.6 Colonias bacterianas. Fotografia mostra colonias da 
bacteria Serratia marcescens que cresce em meio contendo agar. A 
cor que distingue as colonias e consequencia do pigmento vermelho 
produzido por essa especie. 


a morfologia da colonia. Alem disso, qualquer mutagao 
que reduza a velocidade de multiplicagao da bacteria leva 
a produgao de colonias pequenas ou petites. Algumas mu¬ 
tagoes alteram a morfologia da bacteria sem modificar a 
morfologia da colonia. Alem desses mutantes para cor e 
morfologia da colonia, outros tipos de mutantes foram 
uteis em estudos geneticos de bacterias. 

Mutantes com bloqueio da capacidade de usar 
fontes energeticas especificas 

A E. colt de tipo selvagem pode usar praticamente qual¬ 
quer agucar como fonte de energia. No entanto, alguns 
mutantes nao usam lactose, o agucar do leite, para se 
multiplicar. Eles se multiplicam em outros agucares, mas 
nao em meio cuja unica fonte de energia seja a lactose. 
Outros mutantes nao usam galactose, e ainda outros, a 
arabinose. A nomenclatura classica para descrever esses 
e outros tipos de bacterias mutantes usa abreviaturas de 
tres letras com sobrescritos correspondentes. Nos fenoti- 
pos, a primeira letra e maiuscula; nos genotipos, as tres 
letras sao minusculas e em italico. Portanto, a E. coli de 
tipo selvagem tern fenotipo Lac + (capaz de usar lactose 
como fonte de energia) e genotipo lac + . Os mutantes in- 
capazes de usar lactose como fonte de energia tem feno¬ 
tipo Lac“ e genotipo lac (as vezes, apenas lac ). 

Mutantes incapazes de sintetizar um 
metabolito especial 

A E. colide tipo selvagem cresce em meio (meio mmimo) 
contendo uma fonte de energia e alguns sais inorganicos. 
Essas celulas sao capazes de sintetizar todos os metabo- 
litos necessarios - aminoacidos, vitaminas, purinas, piri- 
midinas etc. - a partir dessas substancias. As bacterias de 
tipo selvagem sao denominadas prototroficas. Quando ha 
mutagao de um gene que codifica uma enzima necessa- 
ria para a srntese de um metabolito essencial, a bacteria 
mutante passa a ter uma nova exigencia para se multipli¬ 
car. Ela se desenvolve se o metabolito for acrescentado 
ao meio, mas nao se multiplica na ausencia dele. Esses 
mutantes sao denominados auxotroficos; necessitam de 
nutrientes auxiliares. Como exemplo, a E. coli de tipo 
selvagem e capaz sintetizar triptofano; essas celulas tem 
fenotipo Trp + e genotipo trp + . Os auxotroficos para trip¬ 
tofano sao Trp" e trp~. 

Mutantes resistentes a farmacos e antibioticos 

As celulas de E. coli de tipo selvagem sao destruidas por 
antibioticos como ampicilina e tetraciclina. Os fenotipos 
sao Amp s e Tet s . Os alelos mutantes que tornam a E. coli 
resistente a esses antibioticos sao designados amp r e tef, 
respectivamente. As bacterias que tem esses alelos mu¬ 
tantes podem crescer em meio contendo os antibioticos, 
mas as bacterias de tipo selvagem, nao. Assim, os anti¬ 
bioticos podem ser usados para selecionar bacterias que 
tem genes para resistencia. Os genes de resistencia atuam 
como marcadores selecionaveis dominantes. 
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Dois crossing overs 



Fragmento do 
cromossomo 
da ceil]la 
doadora 


Cromossomo 
circular intacto 
da ceiula receptora 




A transference de genes 
em bacterias produz uma 
ceiula receptora 
parcialmente diploide 
contendo urn fragmento 
do cromossomo da ceiula 
doadora. 



Dois crossing overs 
inserem urn segmento do 
cromossomo da ceiula 
doadora no cromossomo 
circular intacto da ceiula 
receptora. 0 fragmento da 
ceiula receptora 
substituldo e decomposto. 


Urn crossing over 

Fragmento do 
cromossomo 
da ceiula 
doadora 


Cromossomo 
circular intacto 
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A transference de 
genes produz uma 
bacteria parcialmente 
diploide. 

Crossing over simples 


Cromossomo 
recombinante 
linear 
in stave I 



Y 




Urn crossing over simples 
entre o fragmento linear 
da doadora e o 
cromossomo circular 
intacto da receptora 
produz urn cromossomo 
linear instavel. 


■ FIGURA 8.7 Recombinagao em bacterias. Os processos parassexuados que ocorrem em bacterias produzem diploides parciais que contem 
fragmentos Lineares do cromossomo das celulas doadoras e cromossomos circulares intactos das celulas receptoras. A. Para manter a integri- 
dade dos cromossomos circulares, os crossing overs tern de ocorrer em numero par, inserindo segmentos dos cromossomos da ceiula doadora 
nos cromossomos da receptora. B. Um unico crossing over entre um fragmento de um cromossomo da ceiula doadora e um cromossomo 
circular da receptora destroi a integridade do cromossomo circular, produzindo uma molecula de DNA linear incapaz de se replicar, que, depois, 
e decomposta. 


As bacterias dividem-se rapidamente e produzem gran- 
des populagoes de celulas para estudos geneticos. Alem 
disso, e relativamente facil preparar meios que selecio- 
nem genotipos bacterianos especfficos (meios seletivos). 
Logo, as bacterias foram usadas para estudar eventos ra- 
ros como a mutagao de genes e a recombinagao entre 
genes proximos. Comentaremos alguns desses estudos 
no Capftulo 13. 

TRANSFERENCIA GENICA 
UNIDIRECIONAL EM BACTERIAS 

Os processos de recombinagao em bacterias implicam 
a transferencia de genes de uma bacteria para outra, e 
nao as trocas recfprocas de genes que ocorrem durante 


a meiose em eucariotos. Assim, a transferencia de genes 
e unidirecional, e nao bidirecional. A recombinagao em 
bacterias geralmente ocorre entre um fragmento de um 
cromossomo (da ceiula doadora) e um cromossomo com- 
pleto (na ceiula receptora), e nao entre dois cromossomos 
completos como em eucariotos. Com raras excegoes, as 
celulas receptoras tornam-se diploides parciais, contendo 
um trecho linear do cromossomo da doadora e um cro¬ 
mossomo circular completo da receptora. Desse modo, 
os crossing overs tern de ocorrer em numero par e inse- 
rir um segmento do cromossomo da ceiula doadora no 
cromossomo da receptora (Figura 8.7A) . Um crossing over 
simples (ou qualquer numero fmpar de crossing overs) 
destruira a integridade do cromossomo da ceiula recep¬ 
tora, produzindo uma molecula de DNA linear inviavel 
(Figura 8.7B). 


PONTOS ESSENCIAIS 


• As bacterias geralmente contem um cromossomo principal 

• As bacterias de tipo selvagem sdo prototrojicas; sao capazes de sintetizar tudo de que necessitam 
para se multiplicar e se repmduzir quando tern uma fonte de energia e algumas moleculas 
inorgdnicas 

• As bacterias mutantes auxotroficas necessitam de outros metabolites para seu desenvolvimento 

• A transferencia genica em bacterias e unidirecional; genes de uma ceiula doadora sdo transfe- 
ridos para uma ceiula receptora, sem que haja transferencia da receptora para a doadora. 


Mecanismos de troca genetica em bacterias 


As bacterias trocam material genetico por tres processos 
parassexuados diferentes. 

Tres processos parassexuados ocorrem em bacterias. A 
diferenga mais obvia entre esses tres processos e o meca- 
nismo de transferencia do DNA de uma ceiula para outra 


(Figura 8.8). A transformagao e a captagao de moleculas 
livres de DNA liberadas de uma bacteria (a ceiula doado¬ 
ra) por outra bacteria (a ceiula receptora). A conjugagao 
e a transferencia direta de DNA de uma ceiula doadora 
para uma ceiula receptora. A transdugao e a transferencia 
de genes bacterianos de uma ceiula doadora para uma 
ceiula receptora por um bacteriofago. 
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Transform acao: captacao de DNA livre. 




— Bacteria 

— Cromossomo bacteria no 


Conjugacao: transference direta de DNA de uma bacteria para outra. 
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Transducao: transferencia de DNA bacteriano por um bacteriofago. 


Bacteria 

lisada 





Bacteria 

receptora 


■ FicURA 8.8 Os tres tipos de transferencia genica em bacterias. 


Os tres processos parassexuados de transferencia geni¬ 
ca - transformagao, conjugagao e transdugao — em bac¬ 
terias podem ser distinguidos por dois criterios simples 
(Tabela 8.1). (1) O processo requer contato celular? (2) 
O processo e sensivel a desoxirribonuclease (DNase), 
enzima que degrada DNA? O teste experimental desses 
dois criterios e muito facil. A sensibilidade a DNase e de- 
terminada pelo simples acrescimo da enzima ao meio de 
crescimento das bacterias. Se nao houver mais transfe¬ 
rencia de genes, o processo e a transformagao. As capsu- 
las proteicas dos bacteriofagos e as paredes e membranas 
das bacterias protegem o DNA do doador contra a degra- 
dagao por DNase durante a transdugao e a conjugagao, 
respectivamente. 

Um experimento simples pode determinar se o conta¬ 
to celular e ou nao necessario para a transferencia genica 
bacteriana. Nesse experimento, bacterias com diferentes 
genotipos sao postas em bragos opostos de um tubo de 
cultura em U (Figura 8.9 . Os dois bragos sao separados 
por um filtro de vidro que tern poros sulicientemente 
grandes para permitir a passagem de moleculas de DNA 
e virus, mas nao de bacterias. Se houver transferencia ge¬ 
nica entre as bacterias cultivadas em bragos opostos do 
tubo U, o processo nao pode ser a conjugagao, que re¬ 
quer contato direto entre celulas doadoras e receptoras. 



nao atravessam o filtro, mas os virus 
e o DNA atravessam. 

■ FIGURA 8.9 O experimento com tubo em U com bacterias. O tubo 
em U e usado para verificar se a recombinagao exige ou nao contato 
celular. Bacterias de diferentes genotipos sao postas em cada ramo 
do tubo, separadas por um filtro de vidro que impede o contato entre 
elas. Se houver recombinagao, o processo nao pode ser a conjugagao. 


Se a transferencia genica observada ocorrer na presenga 
de DNase e na ausencia de contato celular, o processo e 
de transdugao. 

Os tres processos parassexuados nao ocorrem em to- 
das as especies de bacterias; na verdade, a transdugao 
provavelmente e o unico que ocorre em todas as bacte¬ 
rias. A ocorrencia ou nao de transformagao ou conjuga- 
gao em uma especie depende do surgimento dos genes 
necessarios e do mecanismo metabolico nessa especie. 
A E. coli, por exemplo, nao contem genes codificadores 
das proteinas necessarias para cap tar o DNA livre. Assim, 
nao ha transformagao em E. coli em condigoes naturais. 
Apenas a conjugagao e a transdugao ocorrem nas celulas 
de E. coli em habitats naturais. No entanto, cientistas des- 
cobriram como transformar celulas de E. coli em labora¬ 
tory usando tratamentos quimicos ou lisle os que as tor- 
nam permeaveis ao DNA. No Capitulo 14, discorreremos 
sobre o uso de metodos de transformagao para “clonar” 
(produzir muitas copias de) genes estranhos em celulas 
de E. coli 


Tabela 8.1 


Distingao entre os tres processos parassexuados 
em bacterias. 


Criterio 

Processo de 
recombinagao 

Necessidade de 
contato celular? 

Sensivel a DNase? 

Transformagao 

nao 

sim 

Conjugagao 

sim 

nao 

Transdugao 

nao 

nao 


TRANSFORMACAO 

Frederick Griffith descobriu a transformagao em Strepto¬ 
coccus pneumoniae (pneumococo) em 1928. Os pneumo¬ 
cocos, como todos os outros seres vivos, exibem variabili- 
dade genetica que pode ser reconhecida pela existencia 
de diferentes fenotipos (Tabela 8.2). As duas caracteris- 
ticas fenotipicas importantes na demonstragao da trans¬ 
formagao por Griffith sao (1) presenga ou ausencia de 
uma capsula polissacaridica (polimero de agucar com- 
plexo) ao redor das celulas bacterianas e (2) o tipo de 
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Caractensticas de linhagens de Streptococcus pneumoniae quando cultivadas em meio agar-sangue. 


Morfologia da colonia 



Reagao com antissoro preparad o contra 

Tipo 

Aparencia 

Taman ho 

Capsula 

Virulencia 

Tipo IIS 

Tipo IIIS 

IIR a 

Rugosa 

Pequena 

Ausente 

Avirulento 

Nenhuma 

Nenhuma i 

IIS 

Lisa 

Grande 

Presente 

Vi ru Lento 

Aglutinagao 

Nenhuma 

ll!R a 

Rugosa 

Pequena 

Ausente 

Avirulento 

Nenhuma 

Nenhuma 

INS 

Lisa 

Grande 

Presente 

Vi ru lento 

Nenhuma 

Aglutinagao 


“Embora as celulas tipo R nao tenham capsula, tem genes que orientariam a sintese de urn tipo especffico (antigenico tipo II ou III) de capsula se nao houvesse 
bloquefo da formagao da capsula. Quando as celulas tipo R sofrem retromutagao em celulas tipo S encapsuladas, o tipo de capsula (II ou III) e determinado 
por esses genes. Assim, as cdlulas R derivadas de celulas tipo IIS sao designadas tipo HR. Quando essas celulas tipo HR sofrem retromutagao em celulas tipo S 
encapsuladas, as capsulas sao de tipo II. 


capsula, isto e, a composigao molecular especffica dos 
polissacarfdios presentes na capsula. Quando cultivados 
em agar-sangue em placas de Petri, pneumococos com 
capsulas formam grandes colonias lisas (Figura 8.10) e sao 
designados tipo S (do ingles, smooth, liso). Os pneumoco¬ 
cos encapsulados sao virulentos (patogenicos), causando 
pneumonia em mamfferos como camundongos e seres 
humanos. Os pneumococos tipo S virulentos sofrem mu- 
tagao para uma forma avirulenta (nao patogenica), que 
nao tem capsula polissacarfdica, com frequencia aproxi- 
mada de uma em cada 10 7 celulas. Quando cultivados em 
meio agar-sangue, esses pneumococos avirulentos nao 
encapsulados produzem pequenas colonias de superff- 
cie rugosa (Figura 8.10) e sao, portanto, designados tipo 
R (do ingles, rough, rugoso). A capsula polissacarfdica e 
necessaria para a virulencia, porque protege a bacteria 
contra a destruigao por leucocitos. Quando presente, a 
capsula pode ser de varios tipos antigenicos diferentes 
(tipo I, II, III etc.), o que depende da composigao mole¬ 
cular especffica dos polissacarfdios e, e claro, em ultima 
analise, do genotipo da celula. 

Os diferentes tipos de capsula podem ser identificados 
imunologicamente. A injegao de celulas tipo II na cor- 
rente sangufnea de coelhos leva o sistema imune dos co- 
elhos a produzir anticorpos que reagem especificamente 
com as celulas tipo II. Esses anticorpos tipo II aglutinam 



■ FIGURA 8.10 Fendtipos das colonias das duas linhagens de Strepto¬ 
coccus pneumoniae estudadas por Griffith em 1928. 


os pneumococos do tipo II, mas nao os do tipo I nem do 
tipo III. 

A descoberta inesperada de Griffith foi que, se ele in- 
jetasse em camundongos pneumococos tipo IIIS destruf- 
dos pelo calor (virulentos quando vivos) mais pneumoco¬ 
cos tipo HR vivos (avirulentos), muitos dos camundongos 
sucumbiriam a pneumonia, e seriam encontradas celulas 
tipo IIIS vivas nos corpos (Figura 8.11). Quando se injeta- 
vam apenas pneumococos tipo IIIS destrufdos pelo calor. 
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■ FIGURA 8.11 Descoberta da transformagao em Streptococcus 
pneumoniae por Griffith. 
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nenhum dos camundongos morria. Portanto, a virulen- 
cia observada nao era causada por algumas celulas tipo 
IIIS que haviam sobrevivido ao tratamento pelo calor. 
Os pneumococos patogenicos vivos isolados dos corpos 
tinham capsulas polissacaridicas tipo III. Esse resultado 
e importante porque as celulas tipo R nao encapsuladas 
podem sofrer mutagao de volta em celulas tipo S encap¬ 
suladas. Contudo, quando essa mutagao ocorre em uma 
celula tipo HR, a celula resultante torna-se IIS, nao IIIS. 
Assim, a transformagao de celulas tipo HR avirulentas em 
celulas tipo IIIS virulentas nao e explicavel por mutagao. 
Na verdade, alguns componentes das celulas tipo IIIS 
mortas (o “principio transformador”) convene ram as ce¬ 
lulas tipo IIR vivas em celulas tipo IIIS. 

Em 1931, experimentos subsequentes realizados por 
Richard Sia e Martin Dawson mostraram que o fenome- 
no descrito por Griffith, agora denominado transforma¬ 
gao, nao era mediado por um hospedeiro vivo. O mesmo 
fenomeno ocorreu em tubo de ensaio quando se culti- 
varam celulas tipo IIR vivas na presenga de celulas tipo 
IIIS destruidas pelo calor. Como os experimentos de 
Griffith mostraram que o fenotipo tipo IIIS das celulas 
transformadas era transmitido para as celulas-filhas — isto 
e, era causado por alteragao hereditaria permanente no 
genotipo das celulas - a demonstragao de transformagao 
preparou o terreno para determinar a base quimica da 
hereditariedade em pneumococos. Na verdade, a pri- 
meira comprovagao de que as informagoes geneticas 
sao armazenadas no DNA, e nao nas proteinas, foi a de¬ 
monstragao, em 1944, por Oswald Avery, Colin MacLeod 
e Maclyn McCarty, de que o DNA era responsavel pela 
transformagao em pneumococos. Em vista de seu papel 
imprescindivel no estabelecimento do DNA como o ma¬ 
terial genetico, comentaremos essa demonstragao no Ca- 
pftulo 9. 

O mecanismo de transformagao foi estudado em mui- 
tos detalhes em S. pneumoniae. Bacillus subtilis, Haemophi¬ 
lus influenzae e Neisseria gonorrhoeae. O processo basico e 
semelhante nas quatro especies; no entanto, havariagoes 
de mecanismo em cada uma. S. pneumoniae e B. subtilis 
captam DNA de qualquer origem, ao passo que H. in¬ 
fluenzae e N. gonorrhoeae captam ape nas seu proprio DNA 
ou o DNA de especies bastante proximas. H. influenzae 
e N. gonorrhoeae so captam o DNA que contem uma se- 
quencia curta especial de pares de nucleotidios (11 pares 
de bases em Haemophilus; 10 em Neisseria) presente em 
cerca de 600 copias em seus respectivos genomas. 

Mesmo quando a especie de bacteria e capaz de cap tar 
DNA do ambiente, nem to das as celulas podem faze-lo. 
Na verdade, somente as celulas que expressam os genes 
codificadores das protemas necessarias ao processo sao 
capazes de captar DNA. Essas bacterias sao ditas compe- 
tentes, e as protemas que medeiam o processo de trans¬ 
formagao sao proteinas de competencia (Com). As bacterias 
desenvolvem competencia na fase avangada do ciclo de 
crescimento - quando a densidade celular e alta, mas an¬ 
tes de terminar a divisao celular. O processo pelo qual as 
celulas se to mam competentes e mais bem compreendi- 


do em B. subtilis, em que as celulas secretam Ibromonios 
de competencia, pequenos peptfdios que se acumulam 
em alta densidade celular. Altas concentragoes dos fero- 
monios induzem a expressao dos genes codificadores de 
proteinas necessarias a transformagao. 

Concentremo-nos no mecanismo de transformagao 
em B. subtilis (Figura 8.12). Os genes de competencia 
estao localizados em grupos, e cada grupo e designado 
por uma letra — por exemplo, A, B, C. O primeiro gene 
em cada grupo e designado A, o segundo, B, e assim por 
diante. Desse modo, a proteina codificada pelo primeiro 
gene do quin to grupo e designada ComEA. As proteinas 
ComEA e ComG ligam o DNA bifilamentar as superficies 
de celulas competentes. Quando o DNA ligado e puxado 
para o interior da celula pela DNA translocase ComEA 
(enzima que move ou “transloca” o DNA), um filamen- 
to de DNA e decomposto por uma desoxirribonucle- 
ase (enzima que degrada o DNA), e o outro filamento 
e protegido contra a degradagao por um revestimento 
de proteina de ligagao ao DNA unifilamentar e protef- 
na RecA (proteina necessaria para recombinagao). Com 
o auxflio da RecA e de outras proteinas mediadoras da 
recombinagao, o filamento unico de DNA transformador 
invade o cromossomo da celula receptora, pareando-se 
com o filamento complementar de DNA e substituindo 
o filamento equivalente. Em seguida, o filamento substi- 
tuido da celula receptora e decomposto. Se as celulas do- 
adora e receptora tiverem alelos diferentes de um gene, 
a dupla helice recombinante formada tera um alelo em 
um filamento e outro alelo no segundo filamento. Uma 
dupla helice de DNA desse tipo e denominada heterodu¬ 
plex (uma dupla helice “heterozigota”); e dividida em 
dois homoduplex ao se replicar. 

As moleculas de DNA captadas por celulas competen¬ 
tes durante a transformagao geralmente correspondem a 
apenas 0,2 a 0,5% do cromossomo completo. Portanto, 
exceto se dois genes estiverem muito proximos, nunca 
estarao na mesma molecula do DNA transformador. Os 
transformantes duplos para dois genes (p. ex., a em a + 
e b em b + , usando uma celula doadora a + b~ e uma re¬ 
ceptora a b ) necessitarao de dois eventos independentes 
de transformagao (captagao e integragao de uma mo¬ 
lecula de DNA com aT e de outra molecula com b~). A 
probabilidade de que esses dois eventos independentes 
ocorram juntos e igual ao produto da probabilidade de 
cada evento isolado. Por outro lado, dois genes proximos 
podem estar na mesma molecula de DNA transf ormador, 
com o surgimento de transformantes duplos com altafre- 
quencia. Portanto, pode-se usar a frequencia de cotrans- 
formagao de dois marcadores geneticos para estimar a 
distancia entre eles no cromossomo do hospedeiro. 

conjugacao 

A transformagao nao ocorre em E. coli — a especie de 
bacteria mais estudada — em condigoes naturais. Assim, 
poderiamos perguntar se existe algum tipo de transfe- 
rencia genica entre celulas de E. coli . A resposta a essa 
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■ FIGURA 8,12 Mecanismo de transformagao em Bacillussubtilis. Uma bacteria competente contem um receptor de DNA/complexo de trans- 
locagao e transporta-o para dentro da ceiula, onde pode se recombinar ao DNA cromossomico da ceiula receptora. ComEA, EC, FA e G sao 
proteinas de competence; so sao sintetizadas em celulas competentes.Veja outros detalhes no texto. 


pergunta e “sim”. Em 1946, Joshua Lederberg e Edward 
Tatum descobriram que as celulas de E. coli transferem 
genes por conjugagao. A conjugagao mostrou-se um im- 
portante metodo de mapeamento genetico nas especies 
de bacterias em que ocorre, e e inestimavel em pesquisa 
genetica. 

Durante a conjugagao, o DNA e transferido de uma 
ceiula doadora para uma ceiula receptora atraves de 
um canal de conjugagao intracelular especializado que 
se forma entre elas (Figura 8.13). Observe que ha conta- 
to direto entre as celulas doadoras e receptoras durante 
a conjugagao; a separagao observada na Figura 8.13 foi 
provocada por forgas de estiramento durante o preparo 
para microscopia. 

As celulas doadoras tern apendices superficiais chama- 
dos pili F (singular, pilus F). A srntese dos pili F e con- 
trolada por genes presentes em uma pequena molecula 
circular de DNA chamada fator F (Jator de Jertilidade). A 
maioria dos fatores F tern aproximadamente 10 3 pares 
de nucleotfdios (Figura 8.20). As bacterias que contem 
um fator F sao capazes de transferir genes para outras 
bacterias. Os pili F de uma ceiula doadora fazem contato 
com uma ceiula receptora que nao tern fator F e se ligam 
a essa ceiula, de maneira que as duas celulas sao postas 
em contato ultimo. No passado, acreditava-se que o DNA 
passasse da ceiula doadora para a ceiula receptora atra¬ 
ves de um pilus F. Experimentos mais recentes, porem, 
mostraram que essa ideia e errada. Os pili F so participant 


do estabelecimento de contato, nao da transferencia de 
DNA. Depois que os pili aproximam a ceiula doadora e a 
ceiula receptora, forma-se um canal de conjugagao entre 
as celulas, e, atraves dele, o DNA e transferido da ceiula 
doadora para a ceiula receptora. 

O fator F existe em dois estados: (1) o estado auto- 
nomo, no qual sua replicagao e independente do cro¬ 
mossomo bacteriano, e (2) o estado integrado, no qual e 
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■ FIGURA 8.13 Conjugagao em E. coli. Essa antiga micrografia eletro- 
nica, feita por Thomas F. Anderson, mostra a conjugagao entre uma 
ceLula Hfr H e uma ceiula F~. Na verdade, ha justaposigao das celulas 
doadora e receptora durante a conjugagao. O canal de conjugagao 
mostrado foi distendido durante o preparo para microscopia. 
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■ FIGURA 8 14 O fator F em f. coli: celulas F~, F + e Hfr. A. Uma celula F“ nao tem fator F. B. Uma celula F + tern um fator F cuja replicagao e inde- 
pendente do cromossomo. C. Uma celula Hfr tem um fator F que e integrado ao cromossomo (inserido de maneira covalente no cromossomo). 


inserido de maneira covalente no cromossomo bacte- 
riano e replica-se como qualquer outro segmento desse 
cromossomo (Figura 8.14). Os elementos geneticos com 
essas propriedades sao denominados epissomos (veja 
Plasmfdios e epissomos adiante neste capitulo). Uma 
celula doadora que tem fator F autonomo e denomina- 
da celula F + . Uma celula receptora que nao tem fator F e 
denominada celula F _ . Quando uma celula F^ se conju- 
ga (ou “cruza”) com uma celula receptora F _ , somente o 
fator F e transferido. As duas celulas (doadora e recep¬ 
tora) tornam-se celulas F + porque o fator F e replicado 
durante a transference, e cada celula recebe uma co- 
pia. Assim, se uma populagao de celulas F“ e misturada 
a uma populagao de celulas F _ , praticamente todas as 
celulas adquirem um fator F. 

O fator F pode integrar-se ao cromossomo bacteriano 
por eventos de recombinagao sitio-especfficos (Figura 8.1 5). 
A integragao do fator F e mediada por sequences curtas 
de DNA que estao presentes em multiplas copias tanto 
no fator F quanto no cromossomo bacteriano. Assim, 
um fator F pode integrar-se a muitos sftios diferentes 
no cromossomo bacteriano. Uma celula que tem um 
fator F integrado e denominada celula Hfr (high-frequency 
recombination, recombinagao de alta frequence). No es- 
tado integrado, o fator F medeia a transference do cro¬ 
mossomo da celula Hfr para uma celula receptora (F“) 
durante a conjugagao. Em geral, as celulas se separam 
antes que a transference do cromossomo esteja comple- 
e; assim, raramente ha transferencia de um cromossomo 
inteiro de uma celula Hfr para uma celula receptora. 

O mecanismo de transferencia de DNA de uma ce¬ 
lula doadora para uma celula receptora durante a con¬ 
jugagao parece ser o mesmo se for transferido apenas o 
fator F, como nos cruzamentos F + X F% ou se for transfe¬ 
rido o cromossomo bacteriano, como nos cruzamentos 
Hfr X F". A transferencia e iniciada em um sftio especial 
denominado oriT — a ongem da transferencia -, um dos 
tres sftios no fator F em que a replicagao do DNA pode 
ser iniciada. Os outros dois sftios - oriV e oriS — sao usa- 
dos para iniciar a replicagao durante a divisao celular, 
nao durante a conjugagao. oriV e a origem de replicagao 
primaria durante a divisao celular; oriS e uma origem 
secundaria que realiza essa fungao quando oriV esta au- 
sente ou inativo. 

Durante a conjugagao, um filamento da molecula cir¬ 
cular de DNA e cortado em oriT por uma enzima, e uma 


extremidade e transferida para a celula receptora atraves 
do canal que se forma entre as celulas em conjugagao 
(Figura 8.16). O fator F, ou o cromossomo Hfr que contem 
o fator F, replica-se durante a transferencia por um me¬ 
canismo chamado de replicagao por circulo rolante, porque 
a molecula circular de DNA “rola” durante a replicagao 
(Capitulo 10, Figura 10.30). Durante a conjugagao, ha 
sfntese de uma copia do cromossomo na celula doadora, 
e o filamento de DNA da celula doadora transferido e 
replicado na celula receptora. 

Como a transferencia e iniciada no fator F integra¬ 
do, parte do fator F e transferida antes da transferencia 
de genes cromossomicos em conjugagoes Hfr X F _ . O 
restante do fator F e transferido depois dos genes cro¬ 
mossomicos. Assim, a celula receptora ad quire um fator 
F completo e so e convertida em celula Hfr em casos 
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■ FIGURA 8.15 A formagao de uma celula Hfr pela integragao de um 
fator F autonomo. O fator F e inserido de maneira covalente no cro¬ 
mossomo por recombinagao sitio-especifica entre sequences de DNA 
homologas no fator F e no cromossomo. 
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O Os pili F da celula doadora F + fazem contato com 
a celula receptora F“ e aproximam as celulas. 
Genes no fator F orientam a smtese da ponte de 
conjugacao. Um filamento de DNA e clivado na 
origem de replicacao do fator F. 



9 A replicacao por circulo rolante transfere um filamento 
do fator F para a celula receptora. A replicacao do 
fator F ocorre nas duas celulas (um filamento e 
sintetizado em cada celula) durante a transferencia. 




■ FIGURA 8.16 Cruzamento entre celulas F + e F~. O fator F da celula doadora e replicado durante a transferencia de uma celula F + para uma 
celula F“. Quando o processo termina, cada celula tern uma copia do fator F. 


raros, quando ha transferencia de um cromossomo Hfr 
inteiro. 

Varios detalhes da conjugacao foram decifrados usan- 
do uma linhagem especffica de Hfr denominada Hfr H 
(em homenagem a William Hayes, geneticista microbia- 
no ingles, que o isolou). Nessa linhagem, o fator F e inte- 
grado perto dos loci thr (treonina) e leu (leucina), como 
mostra a Figura 8.15. Em 1957, Elie Wollman e Franqois 
Jacob, trabalhando no Instituto Pasteur, em Paris, trou- 
xeram uma nova perspectiva ao processo de conjugaqao 
por cruzamento de celulas Hfr H de genotipo thr + leu + 
azi s ton s lac " gat stf com celulas F“ de genotipo thr lew 


azi r torU lac gat stf. O gene thr e o gene leu sao respon- 
saveis pela smtese dos aminoacidos treonina e leucina, 
respectivamente. Os pares de alelos azt/azi, ton s /ton r e 
stf /stf controlam a sensibilidade (s) ou a resistencia (r) 
a azida de sodio, ao bacteriofago T1 e a estreptomicina, 
respectivamente. Os alelos lac + e lac e os alelos gat e 
gat determinant a capacidade ( + ) ou incapacidade (—) 
de usar lactose e galactose, respectivamente, como fontes 
de energia. 

Em tempos variados depois que as celulas Hfr HeF" 
foram misturadas para iniciar o cruzamento, as amostras 
foram retiradas e agitadas vigorosamente em agitador 
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para quebrar as pontes de conjugagao e separar as celulas 
em conjugagao. Essas celulas, cujo cruzamento havia sido 
interrompido com tanta indelicadeza, Ioram plaqueadas 
em meio que continha o antibiotico estreptomicina, mas 
nao tinha os aminoacidos treonina e leucina. Apenas as 
celulas recombinantes que tern os genes thr + e lev/ do 
genitor Hfr H e o gene stf do genitor F _ poderiam cres- 
cer nesse meio seletivo. As celulas doadoras Hfr H seriam 
destruidas pela estreptomicina, e as celulas receptoras F“ 
nao cresceriam sem treonina e leucina. 

As colonias produzidas pelos recombinantes thr + levt 
stf foram transferidas (Cap fail o 13, Figura 13.15) para 
uma sene de placas contendo diferentes meios seletivos 
para determinar quais dos outros marcadores da celu- 
la doadora estavam presentes. A serie de placas incluia 
meios contendo suplementos especificos que possibilita- 
ram a Wo liman e Jacob determinar se os recombinantes 
tinham alelos da celula doadora ou receptora de cada 
gene. O meio contendo azida de sodio foi usado para dis- 
tinguir celulas azi? e azi'. O meio contendo o bacteriofago 
T1 foi usado para classificar bacterias recombinantes 
como ton 1 ou ton r . O meio contendo lactose como unica 
fonte de carbono foi usado para determinar se os recom¬ 
binantes eram lac~ ou lac, e o meio contendo galactose 
como unica fonte de carbono foi usado para identificar 
recombinantes gat e gat. 

Quando a conjugagao foi interrompida menos de 
8 min depois da mistura das celulas Hfr H e F“, nao foram 
detectados recombinantes thr + levt stf. Os recombinantes 
(thr~ levt stf ) surgiram cerca de 8 min e meio depois da 
mistura de celulas Hfr HeF'e acumularam-se ate alcangar 
uma frequencia maxima em alguns minutos. Quando se 
analisou a presenga dos marcadores da celula doadora em 
interval os variados depois da mistura de celulas doadoras e 
receptoras, os alelos das doadoras foram transferidos para 
celulas receptoras em uma sequencia temporal especifica 
(Figura 8.17) . O gene azi' de Hfr H surgiu pela primeira vez 
em recombinantes cerca de 9 min depois da mistura das 
bacterias Hfr e F“- Os marcadores ton\ lac + e gat surgiram 
pela primeira vez depois de 11, 18 e 25 min de cruzamen¬ 
to, respectivamente. Esses resultados indicaram que os ge¬ 
nes de Hfr H estavam sendo transferidos para as celulas 
E" em uma ordem temporal especifica, refletindo a ordem 
dos genes no cromossomo (Figura 8.18). 

Estudos subsequentes com diferentes linhagens de Hfr 
mostraram que a transferencia genica poderia ser iniciada 
em diferentes sftios no cromossomo. Agora sabemos que o 
fator F pode integrar-se a muitos locals diferentes no cro¬ 
mossomo da E. coli e que o local de integragao determina 
onde e iniciada a transferencia genica em cada linhagem 
de Hfr. Alem disso, a orientagao da integragao do fator 
F" - seja deb a em sentido horario, seja abed em sentido 
horario (Figura 8.15) — determina se a transferencia de 
genes ocorre em sentido horario em relagao ao mapa de 
ligagao de E. coli ou em sentido anti-horario (Figura 8.19). 

A transferencia de urn cromossomo completo de uma 
celula Hfr para uma celula F~ leva cerca de 100 min, e a ve- 
locidade da transferencia parece ser razoavelmente cons- 
tante. Assim, o tempo necessario para a transferencia de 
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■ NCURA 8.17 Experimento de cruzamento interrompido ctassico de 
Wollman e Jacobs. A. As frequences dos alelos da celula doadora nao 
selecionados presentes em recombinantes tht leu stf sao apresen- 
tadas em fungao do momento em que foi interrompido o cruzamen¬ 
to. B. Interpretagao dos resultados com base na transferencia linear 
de genes da celula Hfr para a celula F“ A transferencia e iniciada na 
origem no fator F, e o momento em que um gene e transferido para a 
celula F~ depende da distancia entre ele e o fator F. 

genes durante a conjugagao pode ser usado para mapear 
genes em cromossomos bacterianos. A distancia de mapa 
de 1 min correspond e a extensao de um segmento cro- 
mossomico transferido em 1 min de conjugagao em con- 
digoes padronizadas. Portanto, o mapa de ligagao de E. 
coli e dividido em 100 intervalos de 1 min (Figura 8.19). A 
coordenada zero desse mapa circular foi arbitrariamente 
definida no gene thrA. Quando se identifica uma nova mu- 
tagao em E. coli, sua localizagao no cromossomo e deter- 
minada primeiro por mapeamento de conjugagao. Para 
testar seu conhecimento sobre o mapeamento da conju¬ 
gagao, deduza as localizagoes cromossomicas dos genes 
analisados no Problema resolvido: Mapeamento de genes 
com o auxflio de dados de conjugagao, no fim desta segao. 
Em seguida, pode-se usar a transformagao ou a transdugao 
para fazer o mapeamento mais preciso. 

PLASMIDIOS E EPISSOMOS 

Como ja citado, o material genetico de uma bacteria esta 
em um cromossomo principal e em uma a varias molecu- 
las de DNA extracromossomico chamadas plasm id ios. Por 
definigao, um plasmidio e um elemento genetico com capa- 
cidade de replicagao independente do cromossomo prin¬ 
cipal em um estado extracromossomico. A maioria dos 
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■ FIGURE, 8.H Interpretagao do experimento de cruzamento interrompido de Wollman e Jacobs. Ha transferencia linear de genes da celula do- 
adora (Hfr H) para a ceiula receptora (F~). A transferencia comega na origem da replicagao no fator F integrado e prossegue com a transferencia 
sequencial de genes de acordo com sua localizagao no cromossomo. O cromossomo replica-se durante o processo de transferencia, de maneira 
que as celulas Hfr e F~ terminam com uma copia do DNA transferido. 
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■ F1GURA 8.19 Mapa circular de ligagao da E. coli. O cfrculo interno mostra os locals de integrate do fator F em linhagens Hfr selecionadas. 
As setas indicam se a transference peta Hfr e horaria ou anti-horaria. O cfrculo externo mostra a posigao de genes selecionados. O mapa e 
dividido em 100 unidades, em que cada unidade e 0 comprimento de DNA transferido durante um minuto de conjugagao. Os genes mostrados 
em vermelho foram usados no famoso experimento de cruzamento interrompido deWollman e Jacobs (Figuras 8.17 e 8.18). 


plasmidios e dispensavel ao hospedeiro; ou seja, nao e ne- 
cessaria para a sobrevivencia da celula em que residem. No 
entanto, em determinadas condigoes ambientais, como na 
presenga de um antibiotico, eles podem ser essenciais se 
tiverem um gene para resistencia ao antibiotico. 

Existem tres tipos principals de plasmidios em E. coli: 
fatores F, plasmidios R e plasmidios Col. Os fatores de 
fertilidade (F) ja foram apresentados (veja Conjugagao). 
Os plasmidios R (plasmidios de resistencia) tern genes 
que tornam as celulas hospedeiras resistentes aos antibio- 
ticos e a outros farmacos antibacterianos. Os plasmidios 
Col (antes denominados fatores colicinogenicos) codifi- 
cam proteinas que destroem celulas sensiveis de E. coli. 
Ha uma grande quantidade de plasmidios Col diferentes, 
mas eles nao serao discutidos com mais detalhes aqui. 

Alguns plasmidios dotam as celulas hospedeiras da ca- 
pacidade de conjugagao. Tod os os plasmidios F + , muitos 
plasmidios R e alguns plasmidios Col tern essa proprie- 
dade; dizemos que sao plasmidios conjugativos. Outros 
plasmidios R e Col nao conferem as celulas a capacidade 
de conjugagao; dizemos que sao nao conjugativos. A na- 
tureza conjugativa de muitos plasmidios R tem um papel 
importante na rapida disseminagao de genes de resisten¬ 
cia a antibioticos e farmacos nas populagoes de bacterias 
patogenicas, como foi comentado no inicio deste capitu- 
lo. A evolugao de plasmidios R que tornam as bacterias 


hospedeiras resistentes a multiplos antibioticos tornou-se 
um problema medico grave, e o uso de antibioticos para 
fins nao terapeuticos contribuiu para o rapido desen- 
volvimento de bacterias resistentes a multiplos farmacos 
(veja O futuro: Bacterias resistentes a antibioticos). 

Em 1958, Frangois Jacob e Elie Wollman reconheceram 
que o fator F e alguns outros elementos geneticos tinham 
propriedades especiais. Eles definiram essa classe de ele¬ 
mentos e os denominaram epissomos. Segundo Jacob e 
Wollman, um epissomo e um elemento genetico nao essen- 
cial para o hospedeiro, cujareplicagao pode ser autonoma 
ou integrada (por insergao covalente) ao cromossomo da 
bacteria hospedeira. Os termos plasmidio e epissomo nao 
sao sinonimos. Muitos plasmidios nao existem em estados 
integrados e, portanto, nao sao epissomos. Da mesma ma- 
neira, muitos cromossomos de fagos lisogenicos, como o 
genoma do fago A, sao epissomos, mas nao plasmidios. 

A capacidade dos epissomos de se inserirem nos cro¬ 
mossomos depende da presenga de sequencias curtas de 
DNA chamadas sequencias de insergao (ou elementos 
IS [ insertion sequences ]). Os elementos IS estao presentes 
tan to nos epissomos quanto nos cromossomos bacteria- 
nos. Essas sequencias curtas (cujo comprimento varia de 
cerca de 800 a 1.400 pares de nucleotidios) sao transpo- 
niveis; isto e, podem passar de um cromossomo para ou- 
tro (Capitulo 17). Alem disso, os elementos IS medeiam 
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Mapeamento de genes com o auxflio de dados de conjugagao 


PROBLEMA 

Voce identificou uma linhagem mutants de E. coli que nao sintetiza 
o aminoacido triptofano (Trp - ). Com o objetivo de determinar a lo- 
calizagao da mutagao trp~ no cromossomo da E. coli, fez experimen- 
tos de cruzamento interrompido com quatro linhagens diferentes 
de Hfr. Em todos os casos, as linhagens de Hfr tinham os alelos 
selvagens dominantes dos genes marcadores, e a linhagem F - tinha 
os alelos mutantes recessivos desses genes. O diagrama a seguir 
mostra o momento de entrada em minutos (entre parenteses) dos 
alelos selvagens dos genes marcadores na linhagem Trp - de F - . Os 
genes marcadores sao thr + , aro + , his + , tyr + , mer, arg + e //v + (que 
codificam enzimas necessarias para a sintese dos aminoacidos tre- 
onina, os aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, 
histidina, tirosina, metionina, arginina e isoleucina mais valina, res- 
pectivamente) e man + , gal + , lac~ e xyE (necessarios para a capaci- 
dade de catabolisar os agucares manose, galactose, lactose e xilose, 
respectivamente, e usa-los como fontes de energia). 

Hfr A — man* (1) trp + (9) aro + (17) gat 4 (20) /ac + (29) thr + (37) 
Hfr B — trp + (6) man + (14) his + (22) tyr + (34) met + (42) arg + (48) 
Hfr C — thr + (3) ilv * (20) xyl + (25) arg + (33) met + (39) tyr (47) 
Hfr D — mer (2) arg + (8) xyE (16) ilv + (21) thr + (38) /ac + (46) 

No mapa do cromossomo da E. coli circular apresentado, indique 
(1) a localizaqcio relativa de cada gene, (2) a posigao em que o fator 
F e integrado a cada uma das quatro celulas Hfr e (3) a diregao 
da transference de cromossomo para cada Hfr (sentido horario ou 
anti-horario; indique a diregao com uma seta). 

thr 

0/100 min s iac 


FATOS E CONCEITOS 

1. O cromossomo da E. coli contem uma molecula circular de 
DNA. 

2. O DNA cromossomico e transferido de celulas doadoras Hfr 
para celulas receptoras F~ por replicagao por drculo rolante. 

3. A replicagao por circulo rolante e, portanto, a transferencia de 
genes cromossomicos, inicia-se na origem de replicagao no fator 
F integrado. 


4. A diregao da transferencia (horaria ou anti-horaria) depende da 
orientagao do fator F no cromossomo de Hfr. 

5. O fator F pode integrar-se a muitos locals diferentes no cromosso¬ 
mo da £. coli e em qualquer orientagao (horaria ou anti-horaria). 

6. O mapa genetico do cromossomo da E. coli e dividido em mi¬ 
nutos, el min e o comprimento do DNA transferido de uma 
linhagem de Hfr para uma linhagem de F _ durante 1 min de 
conjugagao. 

7. A transferencia de todo o cromossomo de uma celuta Hfr para 
uma celula F - leva 100 min; portanto, o mapa de ligagao genica 
do cromossomo circular complete tern 100 min. 

8. Atribuiu-se arbitrariamente ao locus thr a posigao "0” no mapa 
do cromossomo de E. coli, com aumento da distancia de ligagao 
de 0 a 100 min em sentido horario a partir de thr. 

ANALISE E SOLUgAO 

Se examinarmos a sequencia de transferencia dos genes de cada li¬ 
nhagem de Hfr para a linhagem de F~, observaremos uma sequencia 
linear em todos os casos. 

Observe tambem que seja qual for a sequencia de transferencia 
dos genes por diferentes linhagens de Hfr, a distancia entre genes 
adjacentes continua igual. A distancia entre man e trp e de 8 min, 
por exemplo, sem levar em conta o uso da linhagem A ou B de Hfr 
no experimento. Na verdade, se combinarmos os resultados obtidos 
usando as quatro linhagens de Hfr e pusermos thr na posigao 0, os 
dados produzirao o mapa genetico circular a seguir. O mapa circular 
e urn resultado satisfatorio ja que sabemos que o DNA cromosso¬ 
mico da E. coli tambem e circular. 
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a recombinagao entre elementos geneticos nao homolo¬ 
gos no tocante aos demais aspectos. O papel dos elemen¬ 
tos IS na mediaqao da integragao de epissomos e bem 
documentado no caso do fat or F em E. coli O crossing over 
entre elementos IS no fator F e o cromossomo bacteriano 
produz Hfr com diferentes origens e diregoes de transfe¬ 
rencia durante a conjugagao (Figura 8.20). 


FATORES F' E SEXODUCAO 

Como discutido na segao anterior, uma linhagem Hfr e 
produzida pela integragao de um fator F ao cromossomo 
por recombinagao entre elementos IS no cromossomo 
e elementos IS no fator F (Figura 8.20). Voce acredita 
que esse processo de recombinagao possa ser reversfvel? 
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■ FIGURA 8.20 Elementos IS medeiam a integrate do fator F. A. Mapa abreviado da estrutura do fator F em linhagem K12 de E. coli, com 
distances em quilobases (1.000 pares de nudeotldios).As localizagoes dos genes necessaries para transference conjugada (genes tra), replica- 
gao (genes rep ) e inibigao do crescimento do fago (genes phi) sao mostradas junto com as posigoes de tres elementos IS. As setas indicam o 
elemento IS especffico que mediou a integragao do fator F durante a formagao das linhagens Hfr indicadas. B. A recombinagao entre elementos 
IS insere o fator F no cromossomo bacteriano, produzindo uma celula Hfr. 


Na verdade, ha raras celulas F _ em culturas de Hfr, indi- 
cando que ha excisao do fator F (por um processo que e 
basicamente o inverso do evento de integragao mostrado 
na Figura 8.20B). Alem disso, eventos de excisao anoma- 
la como o que mostra a Figura 8.21 produzem fatores F 
autonomos que tern genes bacterianos. Esses fatores F 
modificados, denominados F' (“F linha”), foram identi- 
ficados pela primeira vez por Edward Adelberg e Sarah 
Burns em 1959. O tamanho dos fatores F’ varia de um 
gene bacteriano ate metade do cromossomo bacteriano 
(Figura 8.22). 

A transferencia de fatores F' para celulas receptoras 
(F“) e denominada sexodugao; ocorre pelo mesmo meca- 
nismo que a transferencia de fator F em cruzamentos F 
X F" (Figura 8.16), com uma difierenga importante: ge¬ 
nes bacterianos incorporados aos fatores F’ sao transferi- 
dos para celulas receptoras em frequencia muito maior. 
Os fatores F' sao instrumentos uteis para estudos geneti- 
cos; podem ser usados para produzir diploides parciais 
com duas copias de qualquer gene ou conjunto de genes 
ligados. Portanto, a sexodugao pode ser usada para de- 
terminar as relagoes de dominancia entre alelos e fazer 
outros testes geneticos que exigem duas copias de um 
gene na mesma celula. 

Considere um fator F' thr + leu~ gerado por excisao 
anomala do fator F de Hfr H, como mostra a Figura 8.21. 
Os cruzamentos entre celulas doadoras F' thr + leu + e ce¬ 
lulas receptoras thr leu~ produzem diploides parciais 
thr leu/F” thr leu + . Esses diploides parciais sao insta- 
veis porque o fator F' pode ser perdido, produzindo 
haploides thr leir, ou pode haver recombinagao entre 


o cromossomo e o F', produzindo recombinantes thr + 
leu + estaveis. Para analisar com mais detalhes o uso de 
diploides parciais em mapeamento genetico, leia Re- 
solva!: Como mapear genes proximos usando diploi¬ 
des parciais? 

TRANSDUCAO 

A transdugao — outro mecanismo de transferencia 
genica em bacterias - foi descoberta por Norton Zin- 
der e Joshua Lederberg em 1952. Zinder e Lederberg 
estudaram linhagens auxotroficas de Salmonella typhi- 
murium cujo desenvolvimento exigia suplementos de 
aminoacidos. Uma linhagem necessitava de fenilalani- 
na, triptofano e tirosina; a outra necessitava de metio- 
nina e histidina. Nenhuma linhagem era capaz de se 
desenvolver em meio minimo sem esses aminoacidos. 
No entanto, quando Zinder e Lederberg cultivaram as 
linhagens juntas, foram produzidos raros prototrofi- 
cos. Alem disso, quando cultivaram as linhagens em 
meio contendo DNAse, mas as separaram nos dois ra- 
mos do tubo em U (Figura 8.9), ainda foram produzi¬ 
dos recombinantes prototroficos. A insensibilidade a 
DNase exclui a transformagao como mecanismo subja- 
cente, e o fato de que o contato celular era dispensavel 
para o surgimento dos prototroficos excluiu a conjuga- 
gao. Experimentos subsequentes mostraram que uma 
das linhagens foi infectada por um virus denominado 
bacteriofago P22 e que esse virus levava genes de uma 
celula (doadora) para outra (receptora). Portanto, os 
raros prototroficos detectados por Zinder e Lederberg 
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■ FiCURA 8.22 F' em E. coli. Mapa do cromossomo de E. coli K12 mos- 
trando os genes presentes em F' representativos. Os F' sao desenhados 
como estruturas lineares para alinha-los com os segmentos cromosso- 
micos que contem. Na realidade, sao moleculas circulares de DNA - as 
estruturas formadas pela uniao das duas extremidades de cada F', 


■ ficura 8 21 Formaqao de um F'. A excisao anomala do fator F de 
urn cromossomo de celula Hfr produz um fator F que tern os genes thr 
e leu da E. coli e designado F' thr leu. 

foram produzidos por recombinaqao entre o DNA bac¬ 
teriano levado pelo virus e o DNA no cromossomo da 
celula receptora, 

Estudos posteriores mostraram que existem dois ti- 
pos muito diferentes de transduqao. Na transduqao ge- 
neralizada, ha na cabeca do fago um fragmento aleato- 
rio on quase aleatorio do DNA bacteriano em vez do 
cromossomo do fago. Na transdu^ao especializada, ha uma 
recombinaqao entre o cromossomo do hospedeiro e 
o cromossomo do fago, produzindo um cromossomo 
do fago que contem um trecho de DNA bacteriano. .As 



Como mapear genes proximos usando 
diploides parciais? 


Suponha que se queira determinar a ordem de dois genes 
{y ez) em um locus em retaqao a um marcador (x) em um locus 
proximo. Fazem-se os seguintes cruzamentos recfprocos: 

1. celula doadora x+y + z~ X celula receptora x~y~ 2 + e 

2. celula doadora x~y~z + X celula receptora x + y^z~. 

Observe que a ordem dos tres genes ( x,y e z) e desconhecida; 
eles sao escritos arbitrariamente em ordem alfabetica. Suponha 
que todos os mutantes sejam auxotroficos e que se possam 
preparar meios seletivos nos quais cresqam apenas recombi- 
nantes prototroficos {x + y + z‘). Quando quantidades iguais de 
prole sao plaqueadas em meio seletivo, observam-se cerca de 
200 recombinantes prototroficos no cruzamento 1, enquanto 
se detectam mais de 4.000 no cruzamento 2. Qual e a ordem 
dos tres genes no cromossomo? 

Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 

partfculas do fago que contem DNA bacteriano sao de- 
nominadas particulos transdutoras. As partfculas transdu- 
toras generalizadas contem apenas DNA bacteriano. As 
partfculas transdutoras especializadas sempre contem 
DNA do fago e da bacteria. 
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Transdugao generalizada 

Fagos transdutores generalizados sao capazes de trans- 
portar qualquer gene bacteriano de uma celula para 
outra — daf o nome transdugao generalizada. Os fagos 
transdutores generalizados mais conhecidos sao P22 em 
S. typhimurium e PI em E. coli. Apenas 1 a 2% das particu- 
las de fago produzidas por bacterias infectadas por P22 
ou PI contem DNA bacteriano, e apenas 1 a 2% do DNA 
transferido sao incorporados ao cromossomo da celula 
receptora por recombinagao. Assim, o processo e bastan- 
te ineficiente; a frequencia de transdugao de qualquer 
gene bacteriano e de aproximadamente 1 por 10 b parti- 
culas de fago. 

Transdugao especializada 

A transdugao especializada e caractenstica de virus 
que transferem apenas determinados genes entre bac¬ 
terias. O bacteriofago lambda (X) e o fago transdutor 


especializado mais conhecido; X leva apenas os genes 
gal (necessario para uso da galactose como fonte de 
energia) e bio (essencial para a sfntese de biotina) de 
uma celula de E. coli para outra. Ja comentamos neste 
capftulo a insergao sftio-especffica do cromossomo do 
X no cromossomo da E. coli para criar um estado liso- 
genico (veja Bacteriofago lambda). O sitio de insergao 
esta entre os genes gal e bio no cromossomo da E. coli 
(Figura 8.5), o que explica por que o X transduz ape¬ 
nas esses genes. 

O cromossomo de X integrado - o profago X - em 
uma celula lisogenica sofre excisao espontanea rara- 
mente (cerca de uma em cada 10 5 divisoes celulares), 
que causa sua entrada na via litica. A excisao do profago 
tambem pode ser induzida, por exemplo, por irradia- 
gao de celulas lisogenicas com luz ultravioleta. A excisao 
normal e basicamente o inverso do processo de integra- 
gao sitio-especifico e produz cromossomos circulares do 
fago e de bacterias intactos (Figura 8.23A). As vezes, a 
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■ F'CURA S.Z3 Excisao de profago lambda. Comparagao entre (A) excisao normal do profago X e (B) excisao anomala com produgao de cro¬ 
mossomos transdutores kdgal. 
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excisao e anomala, com ocorrencia de crossing over em 
outro sftio que nao o sitio de ligagao original. Quando 
isso acontece, uma parte do cromossomo bacteriano e 
excisada com o DNA do fago e uma parte do cromosso¬ 
mo do fago e mantida no cromossomo do hospedeiro 
(Figura 8.23B). Essas excisoes do profago anomalo pro- 
duzem fago transdutor especializado que leva os genes 
gal ou bio do hospedeiro. Esses fagos transdutores sao 
designados Kdgal (fago X rfeficiente transportador de 
genes gat) e \dbio (fago X deficiente transportador de 
genes bio), respectivamente. Eles sao particulas de fago 
deficientes porque um ou mais genes necessarios para a 
reprodugao lftica ou lisogenica permaneceram no cro¬ 
mossomo do hospedeiro. 

Em vista do tamanho pequeno da cabega do fago, 
apenas genes bacterianos situados proximos do profago 
podem ser excisados com o DNA do fago e acondicio- 
nados na cabega dos fagos. Outro fago transdutor es¬ 
pecializado, 80, integra-se perto dos genes trp de E. coli 
(necessarios para a sintese do aminoacido triptol’ano); 
esse fago transduz marcadores trp. Caso sejam formadas 
partfculas transdutoras especializadas durante a excisao 
do profago, como mostra a Figura 8.23B, elas so devem 
ser produzidas quando celulas lisogenicas entrarem na 
via litica. Na verdade, as partfculas transdutoras nao es- 
tao presentes em lisados produzidos a partir de infecgoes 
lfticas primarias. A frequencia de partfculas transdutoras 
em lisados produzidos por indugao de celulas lisogeni¬ 
cas e de aproximadamente 1 em cada 10 6 partfculas da 
prole; portanto, esses lisados sao denominados Lft (do 
ingles, low-frequency transduction, transdugao de baixa 
frequencia). 

O destino das moleculas de DNA Kdgal e Kbio depois 
da injegao em novas celulas hospedeiras depende dos 
genes do X ausentes. Se os genes para crescimento lf- 
tico estiverem ausentes, mas houver um sftio att e um 
gene int (integrase), os cromossomos defeituosos serao 
capazes de se integrar ao cromossomo do hospedeiro. 
No entanto, nao serao capazes de se reproduzir litica- 
mente, exceto se houver um X de tipo selvagem, agindo 
como fago “auxiliar”. Se o gene int estiver ausente, o 
cromossomo do fago defeituoso so sera capaz de se in¬ 
tegrar na presenga de um auxiliar de tipo selvagem. Se 
um fago Kdgat infectar uma celula receptora gat, a in- 
tegragao do Kdgat produzira um diploide parcial gat / 
gat instavel (Figura 8.24A) , enquanto eventos de recom- 
binagao raros entre gat no DNA transdutor e gat no 
cromossomo receptor produzirem transdutantes gat 
(Figura 8.24B). 

Se a proporgao entre fagos e bacterias lor alta, as ce¬ 
lulas receptoras serao infectadas tan to pelo fago X de 
tipo selvagem quanto por \dgat ; portanto, essas celulas 
serao lisogenios duplos que transportam um profago X 
de tipo selvagem e um profago X dgal. Os transdutantes 
produzidos serao diploid es parciais gat /gat. Se os trans¬ 
dutantes gat /gat forem induzidos com luz ultravioleta, 
os lisados conterao cerca de 50% de partfculas \dgal e 
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receptor gat v 



Recombinacao 

$ 

sitio especifica 


Integracao de kdgai 



Cromossomo de transdutante 
parcialmente diploide gat/gat 


Um crossing over duplo insere o alelo gat de xdgaf + no 
cromossomo do hospedeiro. 



Crossing over duplo 


Troca de 
gat e gat 


Cromossomo do 
receptor gat \ 




Cromossomo de transdutante 
gat estavel 


■ FIGURA 8.24 Recombinagao em celulas receptoras gat infectadas 
por fago transdutor \dgat. A. Integragao de Kdgat em attB pro¬ 
duz um diploide parcial gat/gat instavel. B. Um crossing over duplo 
transfere o alelo gat de Kdgat para o cromossomo. 


50% de partfculas X + . Ambos os profagos se replicarao 
com igual eficiencia usando os produtos genicos codifica- 
dos pelo genoma X + . Esses lisados sao denominados Hft 
(do ingles, Mgh-jfequency transduction, transdugao de 
alta frequencia). Os lisados Hft aumentam radicalmente 
a frequencia dos eventos de transdugao; portanto, lisados 
Hft sao usados preferencialmente em experimentos de 
transdugao. 
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PONTOS ESSENGAIS 


Tres processos parassexuados - transformaQdo, conjugagao e transduydo - ocorrem em bade- 
ruts. Esses processos sdo distmguides per dois criterios: a inibiqao da transferencia genica per 
desoxirribonudease e a necessidade de contato cel ular 


• A transformac&o implied a captagdo de DNA lime per bacterias 

• A conjugagdo ocorre quando uma celula doadora faz contato com uma celula receptora e 
transfers DNA para a celula receptora 

• A transduedo ocorre quando urn virus leva genes bacterianos de uma celula doadora para 
uma celula receptora 

& Os plasmidios sdo elementos geneticos extracromossomicos autorreplicantes 

• Os epissomos sdo replicados de maneira autonoma ou coma componentes integrados de cromos- 
somos bacterianos 


Os fatores F que content genes cromossomicos (fatoresF’) sdo transferidos para celulas F per 


sexodugao. 


Significado evolutivo da troca genetica em bacterias 


A troca genetica e tao importante em bacterias quanto 
em outros organismos. 

A mutagao e a fonle de nova variagao genetica, e a re¬ 
combinagao produz novas combinacoes dessa variagao 
- novas distribuigoes de genes responsaveis pelos feno- 
tipos influenciados por selegao natural. Em eucariotos, 
os eventos de recombinagao - distribuigao independente 
e crossing over - sao parte da reprodugao sexuada. Mas a 
reprodugao das bacterias nao e sexuada. Apesar disso, a 
recombinagao certamente e tao importante 11 a evolugao 
das bacterias quanto na evolugao de eucariotos. Assim, 
nao causa surpresa que mecanismos para troca de infor- 
magoes geneticas e recombinagao de genes tenham se 
desenvolvido em bacterias. Esses mecanismos parassexu¬ 
ados - transformagao, conjugagao e transdugao - geram 
novas combinagoes de genes e possibilitam a evolugao 
e a adaptagao das bacterias a novos nichos ambientais e 
a modificagoes subitas dos habitats existentes. Teste seu 
conhecimento sobre a importancia da recombinagao em 
bacterias lendo Resolva!: Como evoluem os genomas bac¬ 
terianos? 

Embora os processos parassexuados sejam beneficos 
para bacterias, criam graves problemas para os seres hu- 
manos que estao tentando combater doengas bacterianas. 
Esses processos parassexuados sao parcialmente respon¬ 
saveis pela rapida evolugao e disseminagao de plasmidios 
que dotam as bacterias de resistencia a antibioticos e far- 
macos. O uso disseininado de antibioticos na a gri cult lira 
e na medicina resultou no surgimento de plasmidios que 
tern uma serie completa de genes de resistencia a antibio¬ 
ticos (veja O futuro: Bacterias resistentes a antibioticos). 



Como evoluem os genomas bacterianos? 


Um cruzamento (I) entre linhagens F + met + ser + cys + std e F~ 
met* ser cys~std de E. coli produziu todas as bacterias F + , mas 
nao produziu recombinantes prototroficos met + ser + cys + std. 
Depois de varias geragoes, fizeram-se novas culturas de cada 
tinhagem a partir de uma colonia, e o cruzamento foi repeti- 
do. Dessa vez (cruzamento ll),foram produzidos recombinantes 
met + ser + cys + std, mas todos esses recombinantes foram F“. 
Depois de varias outras geragoes das [inhagens usadas no cru¬ 
zamento li, fizeram-se novas culturas a partir de colonias isola- 
das, e o cruzamento foi repetido pela terceira vez (cruzamento 
III). Nao foram produzidos recombinantes meDser + cys+std no 
cruzamento III; em vez disso, toda a prole que sobreviveu no 
meio contendo estreptomicina tinha o genotipo meD sed cys~ 
std e fenotipo F + . Usando um mapa do cromossomo da £. coli, 
explique esses resultados. 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen.com.br. 


Na verdade, o ressurgimento da tuberculose 11 a cidade 
de Nova York na decada de 1990 foi, em grande parte, de- 
corrente do surgimento de uma linhagem de M. tubercu¬ 
losis resistente a sete antibioticos diferentes. Alem disso, 
a linhagem de Nova York esta intimamente relacionada 
com as linhagens predominantes de M. tuberculosis resis¬ 
tente na China e em outras regioes do raundo. Portanto, 
o que beneficia as bacterias patogenicas geralmente pre- 
judica os seres humanos. 


PONTOS ESSENCIAIS • Os mecanismos parassexuados de recombinagao produzem novas combinacoes de genes em 

bacterias 

• Os mecanismos parassexuados estimulam a capacidade de adaptagao das bacterias as altera- 
edes no ambiente. 
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gjFUTURO 

BACTtRIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS 

m margo de 2010, a Organizagao Mundial da Saude divulgou 
que o aumento das linhagens multirresistentes (MDR, do in¬ 
gles, multiple drug-resistant) de Mycobacterium tuberculosis, 
a bacteria causadora da tuberculose (TB), havia alcangado nfveis 
recorde. Em alguns paises, nossos melhores antibioticos sao inefi- 
cazes no tratamento de ate um quarto dos indivfduos com TB. 

Agora, surgiu um novo gene, designado NDM- 7 (metalobeta- 
lactamase de Nova Delhi), que toma as bacterias resistentes a um 
importante grupo de antibioticos, os carbapenens, usados com fre¬ 
quence no tratamento de linhagens MDR das bacterias. O gene 
NDM-1 esta localizado em um plasmidio facilmente transferido de 
uma bacteria para outra. Ate hoje, o gene foi encontrado em E. coli 
e Klebsiella pneumoniae - ambas causadoras de infecgoes urinarias 
graves - mas nao restam muitas duvidas de que va se disseminar 
para outras especies de bacterias. Infelizmente, estao sendo desen- 
volvidos apenas dois antibioticos com possibilidade de eficacia no 
tratamento das superbacterias NDM-1. 

O que levou a evolugao dessas bacterias resistentes a antibio¬ 
ticos e farmacos? Como os seres humanos contribufram para essa 
possfvel crise? Podemos resolver esse problema? Em caso afirma- 
tivo, como? Primeiro, vamos analisar a historia dos antibioticos e 
das bacterias resistentes a antibioticos. 

Selman Waksman, ucraniano que imigrou para os EUA, desco- 
briu a estreptomicina em 1943. Mais tarde, den o nome de anti¬ 
bioticos a essa classe de farmacos antibacterianos. O primeiro 
tratamento documentado de um ser humano com estreptomicina 
foi o de uma mulher de 21 anos na Clinica Mayo, em Rochester, 
Minnesota. Essa paciente tinha um caso avangado de tuberculose. 
Em 1944 foi iniciado o tratamento experimental com injegoes de 
estreptomicina e, para surpresa de todos, a tuberculose foi curada. 
Rapidamente, a estreptomicina e outros antibioticos tornaram-se 
“farmacos miraculosos'. A administragao a pessoas com infecgoes 
bacterianas salvou milhoes de vidas. 

Logo os seres humanos comegaram a usar grandes quantidades 
de antibioticos. Em 1950, o mundo usou 10 toneladas de estrep- 
tomidna. Em 1955, o uso mundial de estreptomicina havia au- 
mentado para 50 t, mais cerca de 10 t de cloranfenicol e 10 t de 
tetraciclina. 

No entanto, as bacterias logo comegaram a reagir. Elas desen- 
volveram novos genes codif icadores de produtos que as protegiam 
contra os antibioticos. O surgimento de bacterias resistentes a 
antibioticos confirmou o poder da selegao natural. Uma bacteria 
sem gene de resistencia a antibioticos e destrufda pelo antibiotico. 
Uma bacteria que tern o gene de resistencia cresce, divide-se e pro- 
duz uma populagao de bacterias, todas resistentes ao antibiotico. 
O resultado era inevitavel: a disseminagao de bacterias resistentes 
a antibioticos. 

Alguns dos primeiros estudos que documentam a evolugao de 
bacterias resistentes a antibioticos e farmacos foram realizados no 
japao nas quatro "especies" de Shigella - S. dysenteriae, S.ftexneri, 
5. boydii e 5. sonnei - causadoras de disenteria. Apenas 0,2% das 



linhagens de Shigella isoladas em esgotos e rios potuidos em 1953 
eram resistentes a algum dos antibioticos e farmacos testados. 
Apenas 12 anos mais tarde, a frequencia de tinhagens de Shigella 
resistentes a antibioticos e farmacos isoladas nos mesmos lugares 
aumentara para 58%. No entanto, a noticia verdadeiramente ruim 
nao era a resistencia dessas linhagens aos antibioticos, mas a re¬ 
sistencia da maioria delas a no rrnnimo quatro dos seis antibioticos 
e farmacos - ampicilina, canamicina, tetraciclina, estreptomicina, 
sulfanilamida e cloranfenicol - testados. Eram linhagens multirre¬ 
sistentes de Shigella. Tambem comegaram a surgir linhagens MDR 
de outras bacterias, como M. tuberculosis. 

Os genes que protegiam as bacterias contra antibioticos geral- 
mente estao presentes em pequenas moleculas de DNA denomina- 
das plasmfdios R (ver Plasmfdios e epissomos). Muitos plasmfdios 
R sao autotransmissiveis; isto e, tern genes que medeiam a propria 
transference de uma celula para outra e ate mesmo de uma es- 
pecie para outra. Alem disso, os genes de resistencia a antibioticos 
costumam estar presentes em elementos geneticos - elementos 
transponiveis ou “elementos geneticos moveis" - que podem se 
mover de uma molecula de DNA para outra (Capitulo 17). Assim, 
os genes nesses plasmfdios R podem se disseminar rapidamente 
nas populagoes de bacterias. 

Uma explicagao para o desenvolvimento tao rapido de linha¬ 
gens MDR de bacterias e o uso excessivo de antibioticos. Muitas 
vezes, prescrevem-se antibioticos contra infecgoes virais como o 
resfriado comum e a gripe. Os antibioticos nao tern atividade an¬ 
tiviral e nao devem ser usados no tratamento das infecgoes virais. 
Alem disso, os antibioticos sao usados em larga escala e grandes 
quantidades como "promotores do crescimento" na alimentagao 
de animais para evitar infecgoes bacterianas que reduzem a velo- 
cidade de crescimento. Na verdade, quase metade dos antibioticos 
produzidos nos EUA e usada como aditivo na ragao de animais. 
Eles sao acrescentados em proporgoes de 2 a 50 g por tonelada de 
ragao, e ocorre o inevitavel - surgem bacterias resistentes a anti¬ 
bioticos. Entao, essas bacterias resistentes sao transmitidas aos 
seres humanos que cuidam dos animais, trabalham na industria de 
embalagem de carnes ou consomem carne mal passada. 

Em face do surgimento disseminado de linhagens MDR de M. 
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Shigella dysenteriae e outras 
bacterias patogenicas, talvez seja recomendavel restringir o uso de 
alguns de nossos melhores antibioticos ao tratamento de doengas 
humanas possivelmente fatais. Na verdade, a Dinamarca proibiu o 
uso de penicitinas e tetraciclinas como promotores do crescimento 
de animais na decada de 1970, e a Suecia proibiu qualquer uso nao 
terapeutico de antibioticos, inclusive como promotores do cresci¬ 
mento de animais, em 1986. Os efeitos negativos da proibigao do 
uso de antibioticos na ragao de animais sobre a produtividade foi 
minimo, e, na Suecia, o uso geral de antibioticos caiu 55% desde o 
infcio da proibigao de usos nao terapeuticos. Talvez seja hora de os 
EUA e o restante do mundo seguirem o exemplo da Escandinavia 
- proibir, ou ao menos limitar, o uso nao terapeutico de antibio¬ 
ticos. Realmente precisamos acrescentar antibioticos a ragao dos 
animais? E no sabonete, precisamos dele? 






188 Fundamentos de Genetica 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Quais as vantagens dos virus era relagao a organis- 
mos celulares e multicelulares para a pesquisa ge¬ 
netica? 

Resposta: As duas principals vantagens dos virus era rela¬ 
gao a organismos celulares e multicelulares para os 
estudos geneticos sao {1) a simpiicidade estrutural 
e (2) o ciclo de vida curto. Em geral, os virus tem 
uni unico cromossomo, com urn numero relativa- 
mente pequeno de genes, e podem completar o 
ciclo de vida era urn periodo que varia de cerca de 
20 min a algumas boras. 

2. Quais sao as principals diferengas entre o crossing 
over cm bacterias e eucariotos? 

Resposta: O crossing over em bacterias geralmente ocorre 
entre urn fragmento do cromossomo de uma celu- 
la doadora e um cromossomo circular intacto em 
uma celula receptora (Figura 8.7A). Desse modo, 
os crossing overs tem de ocorrer em numeros pares, 
que inserem segmentos do cromossomo da celula 
doadora no cromossomo da celula receptora. O 
crossing over simples, ou qualquer numero impar de 
crossing overs, destroi a integridade do cromossomo 
circular e deixa em seu lugar uma molecula linear 
de DNA {Figura 8.7B). 

3. Quando cultivadas juntas, duas linhagens de E. coli, 
a IE e a + b, trocam material genetico, levando a pro- 
dugao de recombinantes a if. No entanto, quando 
essas duas linhagens sao cultivadas em ramos opos- 
tos de um tubo em U (Figura 8.9), nao ha produgao 
de recombinantes a b . Que processo parassexua- 
do e responsavel pela formagao dos recombinantes 
(E b quando essas linhagens sao cultivadas juntas? 

Resposta: As duas linhagens de E. coli estao trocando in- 
formagoes por conjugagao, o linico processo paras- 
sexuado em bacterias que requer contato celular. 


O filtro de vidro que separa os ramos do tubo em U 
impede o contato entre celulas nesses ramos. 

4. Voce identified! ties marcadores geneticos proxi- 
mos - a , b e c - em E. coli Os marcadores sao trans- 
feridos de uma linhagem Hfr para uma linhagem 
F" em menos de 1 min, e estao presentes no cro¬ 
mossomo na ordem a-b—c. Voce faz experimentos 
de transdugao com o fago PI usando linhagens de 
genotipo a b c e a b c. No cruzamento 1, as celu¬ 
las doadoras sao a b c + e as celulas receptoras sao a 
IE c. No cruzamento 2, as celulas doadoras sao a IE 
ce as celulas receptoras sao a b c~ . Nos dois cruza- 
mentos, voce prepara placas com meio mmimo era 
que apenas os recombinantes cE IE c produzem 
colonias. Em que cruzamento voce esperaria obser- 
var a maioria dos recombinantes cE IE c; + ? 

Resposta: Voce esperaria mais recombinantes <E If c H no 
cruzamento 2 porque a formagao de um cromos¬ 
somo com os tres marcadores de tipo selvagem so 
requer dois crossing overs (um par de crossing overs) 
nesse cruzamento, ao passo que sao necessaries qua- 
tro crossing ervers (dois pares) para produzir um cro¬ 
mossomo cf IE c + no cruzamento 1. Os crossing overs 
necessarios sao mostrados no diagram a a seguir. 


Fragmento de 
cromossomo 
do doador 

Cromossomo 
do receptor a 



b c + 



| 4 crossing overs 


„ a + b + c + 

Cromossomo | — 

recombinante 

a + b + c + 

Cruzamento 1 



| 2 crossing overs 
a + b + c + 

l — i— i - 


Cruzamento 2 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 

1. Voce identificou uma linhagem mu tail te de E. coli 
que nao sintetiza histidina (His'). Com o objetivo 
de determinar a localizagao da mutagao his~ no cro¬ 
mossomo de E. coli, voce faz experimentos de cruza¬ 
mento interrompido com cinco linhagens diferen- 
les de Hfr. O diagrama a seguir mostra o momento 
de entrada (minutos, entre parenteses) dos alelos 
selvagens dos cinco primeiros marcadores (genes 
mutantes) na linhagem Ilis - . 


Hfr A 

- bio (4) 

ght (20) his (27) cys (37) 

lyr (45 ) 

Hfr B 

- x} 1 / (6) 

mel (18) lyr (24) cys (32) 

Ms (42) 

Hfr C 

- his (3) 

(13) tyr (21) mel (27) 

xyl (39) 

Hfr D 

xyl (7) 

Ihr (25) lac (40) bio (48) 

glu (62) 

Hfr E 

- his (4) 

ght (11) bio (27) lac (35) 

ihr (50) 

(a) 

No mapa 

a seguir do cromossomo 

circular da 


E. coli, indique (1) a localizagao relativa de cada 
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gene, (2) a posigao em que o fator F e Integra- 
do a cada um dos cinco Hfr e (3) a diregao da 
transferencia de cromossomo para cada Hfr 
(indique a diregao com uma seta). 


thr 



(b) Para definir melhor a localizagao da mutagao Air 
no cromossomo, voce usa a linhagem mutante 
como receptora em um experimento de transdu- 
gao com bacteriofago PI. Considerando-se que 
o fago PI comporta cerca de 1% da molecula 
de DNA cromossomico de E. coli, voce esperaria 
que houvesse cotransdugao de algum dos genes 
mostrados na figura anterior com o alelo Air de 
seu gene mutante Air? Em caso afirmativo, qual 
deles? Observe que o cromossomo de E. coli con- 
tem 4,6 milhoes de pares de nucleotidios e que a 
transferencia de todo o cromossomo durante a 
conjugagao leva 100 min. Justifique sua resposta. 

Resposta: (a) A ordem dos genes e mostrada no mapa 
adiante, e os sftios de integragao do fator F e a di¬ 
regao de transferencia em cada Hfr sao indicados 
pelas setas A a E. 



(b) Nao haveria cotransdugao de nenhum marca- 
dor com Air porque o fago Pi so comporta 1% do 
cromossomo de E. coli, e nenhum dos outros genes 
esta dentro de 1 min de his. 

2. Cruzamentos com transdugao de tres pontos re- 
ciprocos foram usados para determinar a ordem 
de duas mutagoes, leu e leu , no gene leuA em re- 
lagao ao gene ligado thr A da E. coli. Em cada cru- 
zamento, recombinantes leu" foram selecionados 
em meio mmimo contendo treonina, mas nao 
leucina, e testados para thr + ou thr por plaquea- 
mento em replica em placas que nao continham 
treonina. Os resultados sao apresentados na tabela 
adiante: 

Cruzamento 

Marcadores Marcadores Alelo thr em re- Porcentagem 

do doador do receptor combinantes leu ' de thr 

1. thr leu ! thr leu 2 350 thr' : 349 thr 50 

2 . thf leu 2 thr leu } 60 thr : 300 thr 17 

Qual e a ordem de leu e leu em relagao ao marca- 
dor extern o thr? 

Resposta: Os diagramas dos dois cruzamentos sao apre¬ 
sentados, mostrando as duas ordens possfveis, e as 
linhas vermelhas tracejadas marcam as partes dos 
dois cromossomos que tern de estar presentes em 
recombinantes thr"-leu r -leu ~ (+ + +). Note que 
se a ordem 1 estiver certa, a formagao de recom¬ 
binantes -I- + + exigira 4 crossing overs (2 pares de 
crossing overs ) no cruzamento 1 e apenas 2 crossing 
overs (1 par) no cruzamento 2, portanto, preven- 
do mais recombinantes + + + no cruzamento 2 e 
menos no cruzamento 1. Mas se a ordem 2 estiver 
certa, deve haver mais recombinantes + + + no 
cruzamento 1 e menos no cruzamento 2. Visto que 
foi observado o segundo resultado, a ordem certa e 
thr- leu,.- leu ,. 


Ordem 1: thr—/euj—Ordem 2: thr-!eu 2 -!eui 


thr + ieui + thr + + /euj 

~ f ^ _ x _ 1 

Cruzamento 1: 7 1 ■ ] < thr + 7 ' > tlir + 

—— =+ — - y - + -- -- =4 - += - 1= -- 

thr~ + leu 2 thr~ leu 2 + 

thr + + leu 2 thr + leu 2 + 

I I 1 I I I 

Cruzamento 2: i i > thr + \ *J i ’ < thr + 

""- l- - 1 — 1 T ■ ====4- J - 1 

thr ieui + thr + leu i i 


Observado 
Portanto, a ordem 2 esta certa 
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Entenda melhor e desenvolva a capacidade anaUtica 


8.1 Quais criterios consideram os virus seres vivos? Nao 
vivos? 

8.2 Qual e a diferenga elitre bacteriofagos e outros vi¬ 
rus? 

8.3 Quais sao as diferengas entre o ciclo de vida dos 
bacteriofagos T4 e X? Quais sao as semelhangas? 

8.4 Quais sao as diferengas entre as estruturas do pro- 
fago X e do cromossomo do X acondicionado no 
virion X? 

8.5 Qual e a diferenga entre a integragao do cromos¬ 
somo do X ao cromossomo do hospedeiro durante 
uma infecgao lisogenica e o crossing over entre cro- 
mossomos homologos? 

8.6 Os geneticistas usaram mu La goes q ue causam feno- 
tipos alterados como olhos brancos em Drosophila, 
flores brancas e sementes rugosas em ervilhas, e 
alteragao da cor da pel age m em coelhos para deter- 
minar as localizagoes dos genes nos cromossomos 
desses eucariotos. Que tipos de fenotipos mutantes 
foram usados para mapear genes em bacterias? 

8.7 Voce identificou ires mu tag 6 es - a, h e c - em Strep¬ 
tococcus pneumoniae Todos os ties sao recessivos 
para setts alelos selvagens a' , b e c + . Voce prepara 
o DNA a partir de uma linhagem doadora de tipo 
selvage m e a usa para transfer mar uma linhagem 
com genotipo a b c. Voce observa transformantes a 
b e transformantes a' c , mas nao transformantes 
b c + . Essas mutagoes estao proximas? Em caso afir- 
mativo, qual e sua ordem no cromossomo do Strep¬ 
tococcus} 

8.8 Uma linhagem de E. coli com deficiencia nutricio- 
nal cresce apenas em meio contendo timina, en- 
quanto outra linhagem com deficiencia nutrieional 
cresce apenas em meio contendo leucina. Quando 
essas duas linhagens sao cultivadas juntas, alguns 
organismos da prole sao capazes de crescer em 
meio mfnimo que nao content timina nem leucina. 
Como e possivel explicar esse resultado? 

8.9 Suponha que voce acabou de demonstrar a recom- 
binagao genetica (p. ex., quando uma linhagem de 
genotipo a b esta presente em uma linhagem de 
genotipo a ' b, formam-se alguns genotipos recom- 
binantes, a + b + e a b) em uma especie de bacterias 
nao estudada antes. Como voce determinaria se a 
recombinagao observada foi resultado de transfor- 
magao, conjugagao ou transdugao? 

8.10 (a) Quais sao as diferengas genotipicas entre ce¬ 
lulas F“, celulas F 1 e celulas Hfr? (b) Quais sao as 
diferengas fenotfpicas? (c) Qual e o mecanismo de 


conversao das celulas F~ em celulas F + ? Das celulas 
F em Hfr? Das celulas Hfr em F + ? 

8.11 (a) Qual e a utilidade dos fatores F' em analise ge¬ 
ne tica? (b) Como sao formados os fatores F? (c) 
Qual e o mecanismo de sexodugao? 

8.12 Quais sao as diferengas basicas entre transdugao ge- 
neralizada e transdugao especializada? 

8.13 Que papeis representam os elementos IS na inte- 
gragao de fatores F? 

8.14 Como e possivel mapear os genes bacterianos por 
experimentos de cruzamenlo interrompido? 

8.15 O que e cotransdugao? Como se podem usar as fre- 
quencias de cotransdugao para mapear marcadores 
geneticos? 

8.16 Em E. coli, a capacidade de usar lactose como fonte 
de carbono requer a presenga das enzimas |3-galac- 
tosidase e (3-galactosidio permease. Essas enzimas 
sao codificadas por dois genes proximos, lacZ e 
lacY, respectivamente. Outro gene, proC, controla, 
em parte, a capacidade das celulas de E. coli de sin- 
tetizar o aminoacido prolina. Os alelos stf e slf, res¬ 
pectivamente, controlam a resistencia e a sensibili- 
dade a estreptomicina. Sabe-se que Hfr II transfere 
os dois genes lac, proC e sir, nessa ordem, durante a 
conjugagao. 

Fez-se um cruzamento entre Hfr II de genotipo 
latZ~ lacY ' proC + slf e uma linhagem F _ de genotipo 
lacZP lacY~ proCr slf . Depois de aproximadamente 
2 h, a mistura foi diluida e plaqueada em meio que 
continha estreptomicina, mas nao prolina. Quando 
se analisou a capacidade das colonias recombinan- 
tes proCS sl f de crescer em meio contendo lactose 
como linica fonte de carbono, pouqufssimas delas 
foram capazes de fermentar a lactose. Quando se 
fez o cruzamento reciproco (Hfr 11 lacZ + lacY~proCf 
slf X F" lacZr lacY* proCr slf), muitos dos recombi- 
nantes proC ¥ slf foram capazes de crescer em meio 
contendo lactose como unica fonte de carbono. 
Qual e a ordem dos genes lacZ e lacY em relagao 
a prod 

8.17 Uma linhagem F~, marcada em 10 loci, da origem 
espontaneamente a prole Hfr sempre que o fator 
F e incorporado ao cromossomo da linhagem F + . 
O fator F pode se integral' ao cromossomo circu¬ 
lar em muitos pontos, de maneira que as linhagens 
Hfr resullantes trail shram os marcadores geneticos 
em ordens diferentes. Em qualquer linhagem Hfr, 
a ordem de marcadores que entrain em uma celula 
receptora pode ser determinada por experimentos 
de cruzamento interrompido. A partir dos dados 
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para vaiias linhagens Hfr derivadas da mesma li- 
nhagem F + , determine a ordem dos marcadores na 
linhagem F + . 

Linhagem Hfr Marcadores doados em ordem 


1 

2 

3 

4 


- Z-H-E-R 

- O-K-S-R 

- K-O-W-I 

- Z-T-I-W 


Duas outras mutagoes o gene top A de E. coli, trpA58 
e trp A487, ioram ordenadas em relagao a trp A223 
e ao marcador externo anth por cruzamentos com 
transdugao de tres fatores, conforme descrito no 
Problema 8.18. Os resultados desses cruzamentos 
sao resumidos na tabela a seguir. Qual e a ordem 
linear de anth e dos tres sftios mutantes no gene 
trp A ? 

Alelo anth em 


£2 1 Q 
o.i o 


5 - H-Z-T-I 


Marcadores 

Marcadores 

re combinantes 

% 


Cruzamento 

do doador 

do receptor 

trp + 

anthr 

Os dados da tabela adiante foram obtidos a partir 

i 

antk + 

anthr — 

72 anthr \ 

82 

de testes de transdugao de tres pontos feitos para 


A487 

A223 

332 anthr 


determinar a ordem de sftios mutantes no gene A 

2 

antk + — 

anthr — 

196 anth + : 

48 

que codifica a subunidade a do triptofano sintetase 


A58 

A223 

180 anthr 


em E. coli Anth e um marcador ligado nao selecio- 

3 

antk + — 

anthr — 

380 anth h : 

50 

nado. Em cada cruzamento, recombinantes trp + fo- 


A223 

A487 

379 anthr 


ram selecionados e, depois, classificados em relagao 

4 

anth + — 

anthr - 

60 anth + : 

80 

ao marcador anth ( anth + ou anthr). Qual e a ordem 


A223 

A58 

280 anthr 



linear dos alelos anth e dos tres alelos mutantes do 
gene A indicada pelos dados na tabela? 

Alelo anth em 


■ m 


Cruzamento 

Marcadores 
do doador 

Marcadores 
do receptor 

recombinantes 
trp + 

% 

anth 

i 

anth — 

anth — 

72 anth: 

18 


A34 

A223 

332 anth 


2 

anth — 

anth- 

196 anth : 

52 


A46 

4223 

180 anth 


3 

anth — 

anth — 

380 anth: 

50 


A223 

A34 

379 anthr 


4 

anth - 

anth — 

60 anth: 

20 


,4223 

A46 

280 anth 



Voce identificou uma linhagem mutante de E. coli 
que nao sintetiza histidina (His"). Com o objetivo 
de determinar a localizagao da mutagao his~ no cro- 
mossomo de E. coli, voce faz experimentos de cruza- 
mento interrompido com cinco linhagens diferen- 
tes de Hfr. O quadro a seguir mostra o momento 
de entrada (minutos, entre parenteses) dos alelos 
selvagens dos cinco primeiros marcadores (genes 
mutantes) na linhagem His. 


c f 


O bacteriofago Pi medeia a transdugao generaliza- 
da em E. coli Um lisado transdutor de PI foi pre- 
parado pelo cultivo do fago PI em bacterias pur + 
pro ' his~. Os genes pur, pro e his codificam enzimas 
necessarias para a sfntese de purinas, prolina e his¬ 
tidina, respectivamente. Permitiu-se que o fago e 
as partfculas transdutoras nesse lisado infectassem 
celulas pwr pro~ his~. Depois de incubar as bacterias 
infectadas por um periodo suficiente para permi- 
tir que haja transdugao, elas foram plaqueadas em 
meio minimo suplementado com prolina e histidi¬ 
na, mas sem purinas para selecionar transdutantes 
pur + . As colonias pur * foram transferidas para meio 
minimo com e sem prolina e com e sem histidina 
para determinar as frequencias de cada marcador 
externo. Em face dos resultados a seguir, qual e a 
ordem dos tres genes no cromossomo de E. coli ? 


Hfr A — 

- his (1) 

man (9) 

gal (28) 

lac (37) 

thr (45) 

Hfr B — 

■ man (15) 

his (23) 

cys (38) 

ser (42) 

arg (49) 

Hfr C — 

■ thr (3) 

toe(11) 

gal (20) 

man (39) 

his (47) 

Hfr D — 

- cys (3) 

his (18) 

man (26) 

gal (45) 

lac (54) 

Hfr E — 

■ thr (4) 

rha (18) 

arg (36) 

ser (43) 

cys (47) 


No mapa a seguir do cromossomo circular de E. 
coli, indique (1) a localizagao de cada gene em rela¬ 
gao a ihr (localizado em 0/100 min), (2) a posigao 
em que o fator F e integrado a cada uma das cin¬ 
co celulas Hfr e (3) a diregao da transferencia de 
cromossomo para cada Hfr (indique a diregao com 
uma seta). 


thr 

I 


0/100 


lac 


Genotipo 


Numero observado 


pro + his~ 
pro~ his + 
pro + his~ 
pro~ his~ 


100 

22 

150 

1 


8.22 Sabe-se que as mutagoes nrd 11 (gene nrd B, que 
codifica a subunidade beta da enzima ribonucleotf- 
dio redutase), am M69 (gene 63, que codifica uma 
protema que auxilia a fixagao da fibra da cauda) 
e nd 28 ( denA , que codifica a enzima endonuclea¬ 
se II) estao localizadas entre os genes 31 e 32 no 
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cromossomo do bacteriofago T4. As mutagoes am to de tres fatores na tabela a seguir, qual e a ordem 

N54 e am A453 estao localizadas nos genes 31 e 32, linear dos cinco sitios mutantes? 

respectivamente. Em vista dos dados do cruzamen- 


Dados do cruzamento de tres fatores 


Cruzamento 

% de recombinagao a 

1. am A453— am M69 X nrd 11 

2,6 

2. am A453— nrd 11 X am M69 

4,2 

3. am A453— am M69 X nd 28 

2,5 

4. am A453—nd 28 X am M69 

3,5 

5. am A453—nrd 11 X nd 28 

2,9 

6. am A453—nd 28 X nrd 11 

2,1 

7. am N54r-am M69 X nrd 11 

3,5 

8. am M>4—nrd 11 X am M69 

1,9 

9. am Nb4—nd 28 X am M69 

1,7 

10. am A64— am M69 X nd 28 

2,7 

11. am A54— nd28 X nrd 11 

2,9 

12. am A54— nrd 11 X nd28 

1,9 

, r . . . . , 2 (prole de tipo selvaeem) 

a lodas as rrequencias de recombinacao sao calculadas como — ^ -i---=— 2 - 

^ prole total 

X 100. 

Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov _ 


O genoma de E. coli foi um dos primeiros genomas 
bacterianos sequenciados. A sequencia nucleotidica 
completa (4,6 milhoes de pares de nucleotfdios) do 
genoma da linhagem K12 de E. coli foi publicada em 
setembro de 1997. 

1. Quantas linhagens diferentes de E. coli tiveram os 
genomas sequenciados desde 1997? 

2. Todos esses genomas tern o mesmo tamanho 
aproximado? Caso nao tenham, qual e a variagao de 
tamanho observada entre os genomas de diferentes 
linhagens de E. coli ? 


3. Algumas linhagens de E. coli , por exemplo, 0157:H7, 
sao mais patogenicas para seres humanos e outros 
mamiferos que linhagens como a K12. O genoma 
dessas linhagens e maior ou menor que o de K12? As 
comparagoes dos genes nas linhagens patogenicas e 
nao patogenicas poderiam dar pistas sobre a razao 
de algumas linhagens serem patogenicas e outras 
nao? 

Dica: No site do NCBI, Genome Biology —> Entrez Genome 
Microbial Genomes —» Complete Genomes —* Escherichia 
coli. 
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Fun^oes do material genetico 

Comprova^ao de que as informa<;6es 
geneticas sao armazenadas no DNA 

Estruturas do DNA e do RNA 

Estrutura do cromossomo em 
procariotos e virus 

Estrutura do cromossomo em eucariotos 


A descoberta da nucleina 

Em 1868, Johann Friedrich Miescher, jovem suiqo estudante de 
Medicina, ficou fascinado com uma substancia acida que isolou 
de piocitos obtidos em ataduras usadas em curativos de feridas 
humanas. Primeiro, ele separou piocitos das ataduras e dos frag- 
mentos associados, depois tratou as cetulas com pepsina, enzima 
proteolitica isolada do estomago de porcos. Depois do tratamen- 
to com pepsina, eie isolou uma substancia acida que chamou de 
“nudeina". A nucleina de Miescher era incomum, porque continha 
grandes quantidades de nitrogenio e fosforo, dois elementos que 
na epoca se pensava que so coexistissem em alguns tipos de gor- 
dura. Miescher escreveu um artigo descrevendo a descoberta da 
nudeina em piocitos humanos e o apresentou para publicaqao em 
1869. No entanto, o editor da revista a qual enviou o artigo rece- 
beu os resultados com ceticismo e decidiu repetir os experimentos 
ele proprio. For esse motivo, o artigo de Miescher que descrevia a 
nudeina so foi publicado em 1871,2 anos depois da apresentaqao. 

Naquela epoca, nao era possivel prever a importancia da subs¬ 
tancia que Miescher chamou de nucleina. A existencia de cadeias 
polinudeotidicas, o principal componente do material acido da 
nucleina de Miescher, so foi documentada na decada de 1940. O 
papet dos acidos nucleicos no armazenamento e na transmissao 
de informaqoes geneticas so foi confirmado em 1944, e a estru¬ 
tura em dupta helice do DNA so foi descoberta em 1953. Mesmo 
em 1953, muitos geneticistas relutavam em aceitar a ideia de que 



Micrografia eletronica de transmissao com cor acentuada de uma 
celuta de E. coli rota com extrusao de grande parte de seu DNA. 


os acidos nucleicos, e nao as proteinas, continham as informaqoes 
geneticas, porque a variabilidade estrutural dos acidos nucleicos 
era menor que a das proteinas. 
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Fungdes do material genetico 


O material genetico deve se replicar, controlar o cresci- 
mento e o desenvolvimento do organismo e possibilitar a 
adaptagao do organ ismo a variances do ambiente. 

Em 1865, Mendel mostrou que os “Merkmalen” (agora 
“genes”) transmitiam informagoes geneticas, e, na pri- 
meira parte do seculo 20, seus padroes de transmissao 
foram amplamente estudados. Embora tenham esclare- 
cido pouco a natureza molecular dos genes, os estudos 
geneticos classicos mostraram que o material genetico 
tem tres fungoes essenciais: 

1. A fungao genotipica, replicagao. O material genetico ar- 
mazena informagoes geneticas e transmite com preci- 
sao as informagoes dos pais para a prole, geragao apos 
geragao. 

2. A fungao fenotipica, expressao genica. O material gene¬ 
tico controla o fenotipo do organismo. Ou seja, o ma¬ 
terial genetico determina o crescimento do organismo 
desde o zigoto unicelular ate o adulto maduro. 

3. A fungao evolutiva, mutagao. O material genetico sofre 
alteragoes para produzir variagoes que possibilitem a 


adaptagao dos organismos a modificagoes do ambien¬ 
te, de maneira que haja evolugao. 

Outros estudos geneticos iniciais estabeleceram correla- 
gao precisa entre os padroes de transmissao de genes e o 
comportamento dos cromossomos durante a reprodugao 
sexuada, um forte indicio de que os genes geralmente 
estao localizados nos cromossomos. Assim, as tentativas 
posteriores de descobrir a base quimica da hereditarie- 
dade concentraram-se nas moleculas presentes nos cro¬ 
mossomos. 

Os cromossomos sao constituidos de dois tipos de 
grandes moleculas organicas (macromoleculas), as protei- 
nas e os acidos nucleicos. Existem dois tipos de acidos nuclei- 
cos: acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA). 
Durante a decada de 1940 e o inicio da decada de 1950 
os resultados de experimentos precisos indicaram clara- 
mente que as informagoes geneticas sao armazenadas 
em acidos nucleicos, nao em proteinas. Na maioria dos 
organismos as informagoes sao codificadas na estrutura 
do DNA. No entanto, em muitos virus pequenos as infor¬ 
magoes geneticas estao no RNA. 


PONTOS ESSENCIAIS • O material genetico tem tres fungoes essenciais: a fungao genotipica, replicagao; a fungao 

\ fenotipica, expressao genica; e a fungao evolutiva, mutagdo. 


Comprovagao de que as informagoes geneticas 
sao armazenadas no DNA 


Na maioria dos organismos, as informagoes estao codi¬ 
ficadas no DNA. Em alguns virus, o material genetico e 
oRNA. 

Varias linhas de evidencias indiretas sugeriram que o 
DNA abriga as informagoes geneticas de organismos vi¬ 
vos. For exemplo, a maior parte do DNA celular esta nos 
cromossomos, enquanto o RNA e as proteinas tambem 
sao abundantes no citoplasma. Alem disso, ha correlagao 
precisa entre a quantidade de DNA por celula e o nume- 
ro de conjuntos de cromossomos por celula. A maioria 
das celulas somaticas de organismos diploides contem o 
dobro da quantidade de DNA presente nas celulas ger- 
minativas haploides (gametas) da mesma especie. A com- 
posigao molecular do DNA e a mesma (com raras exce- 
goes) em todas as celulas de um organismo, ao passo que 
a composigao do RNA e das proteinas varia muito de um 
tipo celular para outro. O DNA e mais estavel que o RNA 
ou as proteinas. Uma vez que o material genetico tem de 
armazenar e transmitir informagoes dos pais para a pro¬ 
le, poderiamos esperar que fosse estavel, como o DNA. 
Embora essas correlagoes sejam uma forte indicagao de 


que o DNA e o material genetico, nao sao, de maneira 
alguma, uma comprovagao. 

COMPROVACAO DE QUE O DNA E O 
MEDIADOR DA TRANSFORMACAO 

A descoberta da transformagao em Streptococcus pneumo¬ 
niae por Frederick Griffith foi comentada no Capitulo 8. 
Quando ele injetou em camundongos bacterias tipo IIIS 
(virulentas quando vivas) destruidas pelo calor mais bac¬ 
terias tipo HR (avirulentas) vivas, muitos camundongos 
tiveram pneumonia e morreram, e nos corpos foram en- 
contradas celulas tipo IIIS vivas. Algum elemento das ce¬ 
lulas destruidas pelo calor - o “principio transl’ormador” 
- convertera as celulas tipo IIR vivas em tipo IIIS. Em 
1931, Richard Sia e Martin Dawson fizeram o mesmo ex- 
perimento in vitro, mostrando que os camundongos nao 
participavam do processo de transformagao (Figura 9.1). 
O experimento de Sia e Dawon preparou o terreno para 
a demonstragao, por Oswald Avery, Colin MacLeod e 
Maclyn McCarty, de que o “principio transformador” em 
S. pneumoniae era o DNA. Avery e colab oradores mostra- 
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Tipo HR vivas 



Ausencia ^ 

de capsuia Bacterias tipo HR vivas 


crescendo em meio de cultura 


Colonias tipo HR 


Tipo HIS destruidas pelo calor 



Bacterias tipo HIS destruidas 
pelo calor em meio de cultura 


Ausencia de colonias 



Tipo HIS destruidas pelo calor 



Tipo HR vivas 


Tratamento com 
soro que precipita 
celulas HR da mistura 












X 


Tipo HIS destruidas pelo 
calor mais tipo HR vivas 
em meio de cultura 



Colonias tipo HIS 


Bacterias HR precipitadas 


■ F 


IV 


p 


}.1 Demonstragao da transformagao em Streptococcus pneumoniae in vitro por Sia e Dawson. 


ram que o DNA e o unico componente das celulas tipo 
IIIS necessario para transformar celulas tipo HR em tipo 

IIIS (Figura 9.2) . 

Mas como eles poderiam ter certeza de que o DNA 
era realmente puro? E dificilimo comprovar a pureza de 
qualquer substancia macromolecular. Talvez a prepara- 
gao de DNA contivesse algumas moleculas de proteina, e 
essas proteinas contaminantes fossem responsaveis pela 
transformagao observada. Os experimentos mais defini- 
tivos na comprovagao por Avery, MacLeod e McCarty de 
que o DNA era o principio transformador empregaram 
enzimas que degradam DNA, RNA ou proteinas. Em ex¬ 
perimentos separados, o DNA altamente purificado de 
celulas tipo IIIS foi tratado com as enzimas (1) desoxir- 
ribonuclease (DNAse), que decompoe o DNA, (2) ribonucle- 
ase (RNase), que decompoe o RNA, ou (3) proteases, que 
decomp oem proteinas; em seguida, testou-se a capacida- 
de do DNA de transformar celulas tipo HR em tipo IIIS. 
Apenas o tratamento com DNase teve algum ef'eito sobre 
a atividade transformadora da preparagao de DNA — ele 
a aboliu por completo (Figura 9.2). 

Embora o mecanismo molecular de transformagao te- 
nha continuado desconhecido durante muitos anos, os 
resultados obtidos por Avery e colaboradores mostraram 
claramente que as informagoes geneticas do Streptococcus 


estao no DNA. Hoje os geneticistas sabem que o segmen- 
to de DNA no cromossomo de Streptococcus que abriga as 
informagoes geneticas especificando a sintese de uma 
capsuia tipo III e fisicamente inserido no cromossomo 
da celula receptora tipo HR durante o processo de trans¬ 
formagao. 

COMPROVAGAO DE QUE O DNA 
CONTEM AS INFORMAGOES GENETICAS 
NO BACTERIOFAGO T2 

Outras evidencias de que o DNA e o material genetico fo- 
ram publicadas em 1952 por Alfred Hershey (ganhador 
do Premio Nobel de 1969) e Martha Chase. Os resulta¬ 
dos de seus experimentos mostraram que as informagoes 
geneticas de determinado virus bacteriano (bacteriofago 
T2) estavam no DNA. Esses resultados tiveram grande 
impacto na aceitagao pelos cientistas do DNA como ma¬ 
terial genetico, em razao da simplicidade do experimen- 
to de Hershey e Chase. 

Os virus sao os menores organism os vivos; eles sao se¬ 
res vivos, ao menos no tocante ao controle da reprodu- 
gao por informagoes geneticas armazenadas em acid os 
nucleicos por process os iguais aos observados nos orga- 







196 Fundamerttos de Genetica 





Celulas tipo HR 
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IIIS destruidas 
pelo calor 


* ** * 
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da mistura 


•v*. • + 
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da mistura 

+ Protease 
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Soro que 
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celulas HR 
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destruidas 
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■ FiGURA 9.2 Comprovagao por Avery, MacLeod e McCarty de que o "princfpio transformador" e o DNA. 


nismos celulares (Capitulo 8). Os virus, porem, sao pa- 
rasitos acelulares que so se reproduzem em celulas hos- 
pedeiras apropriadas. A reprodugao depende totalmente 
do mecanismo metabolico (ribossomos, sistemas gerado- 
res de energia e outros componentes) do hospedeiro. Os 
virus foram de enorme valia no estudo de muitos proces- 
sos genetic os em vista da estrutura e da composigao qui- 
mica simples (muitos contem apenas protefnas e acidos 
nucleicos) e da reprodugao muito rapida (alguns virus 
bacterianos reproduzem-se em 15 a 20 min em condigoes 
ideais). 

A composigao do bacteriofago T2, que infecta a Es¬ 
cherichia coli, um bacilo comum do colon, e aproximada- 
mente 50% DNA e 50% proteina (Figura9.3). Experimen- 
tos anteriores a 1952 haviam mostrado que a reprodugao 
de todos os bacteriofagos T2 ocorre dentro das celulas 
de E. coli Portanto, quando Hershey e Chase mostraram 
que o DNA da particula viral entrou na celula, enquan- 
to a maior parte das protefnas do virus permaneceram 
adsorvidas ao exterior da celula, a conclusao foi que as 
informagoes geneticas necessarias para a reprodugao vi¬ 
ral estavam presentes no DNA. A base do experimento 
de Hershey e Chase e a presenga de fosforo, mas nao de 
enxofre, no DNA, e a presenga de enxofre, mas ausen¬ 
cia quase total de fosforo, nas proteinas. Assim, Hershey 
e Chase conseguiram identificar especificamente (1) o 


DNA do fago por cultura em meio que continha o iso- 
topo radioativo do losforo, 32 P, em vez do isotopo nor¬ 
mal, 3L P; ou (2) a capsula proteica do fago por cultura 
em meio que continha enxofre radioativo, 35 S, em vez do 
isotopo normal, 32 S (Figura9.3). 

Quando as particulas do lago T2 marcadas com 35 S fo- 
ram misturadas a celulas de E. coli por alguns minutos e 
as celulas infectadas por fagos foram submetidas a forgas 
de cisalhamento em homogeneizador Waring, foi possf- 
vel retirar a maior parte da radioatividade (portanto, as 
proteinas) das celulas sem afetar a produgao de fagos da 
prole. Quando se usaram particulas de T2 cujo DNA fora 
marcado com 32 P, porem, praticamente toda a radioativi¬ 
dade foi encontrada dentro das celulas; ou seja, o DNA 
nao foi retirado por cisalhamento em homogeneizador. 
As capsulas dos fagos removidas foram separadas das 
celulas infectadas por centrifugagao a baixa velocidade, 
que causa a sedimentagao das celulas, mas deixa as parti¬ 
culas de fagos suspensas. Esses resultados indicaram que 
o DNA dos virus entra na celula hospedeira, enquanto 
a capsula proteica permanece fora da celula. Como os 
virus da prole sao produzidos dentro da celula, os resul¬ 
tados de Hershey e Chase indicaram que as informagoes 
geneticas que orientam a sintese das moleculas de DNA 
e das capsulas proteicas da prole dos virus estao no DNA 
parental. Alem disso, demonstrou-se que as particulas da 
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Experimento I; 
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Experimento II: 
fago marcado 
com 35 S 
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Celula infectada 



infectada dos fagos sedimento (pellet) de celulas 
FiCURA 9.3 Demonstragao por Hershey e Chase de que as informagbes geneticas do bacteri6fagoT2 estao em seu DNA. 


prole continham parte do 32 P, mas nao tinham o 33 S do 
fago parental. 

Havia um problema com a comprovagao de Hershey 
e Chase de que o material genetico do fago T2 e DNA. 
Os resultados mostraram que uma quantidade significa- 
tiva de 35 S (portanto, de protema) foi injetada nas celu- 
las hospedeiras com o DNA. Assim, seria possfvel afirmar 
que essa pequena fraqao das protefnas do fago continha 
as informagoes geneticas. Mais recentemente, os cientistas 
desenvolveram procedimentos nos quais protoplastos (ce¬ 
lulas cujas paredes foram removidas) de E. coli podem ser 
infectados pelo DNA puro do fago. Nesses experimentos, 
chamados de experimentos de transfec^ao, ha produqao de 
prole infecciosa normal dos fagos, comprovando que o 
material genetico desses virus bacterianos e o DNA. 

COMPROVACAO DE QUE O RNA 
ARMAZENAAS INFORMACOES 
GENETICAS EM ALGUNS VIRUS 

v. 

A medida que um numero cada vez maior de virus foi 
identificado e estudado, tornou-se evidente que muitos 


deles continham RNA e proteinas, mas nao DNA. Em 
todos os casos estudados ate hoje, esta claro que esses 
virus de RNA, assim como todos os outros organism os, 
armazenam informaqoes geneticas em acidos nucleicos, 
nao em proteinas, embora neles o acido nucleico seja o 
RNA. Um dos primeiros experimentos que estabeleceu 
o RNA como material genetico em virus de RNA foi o 
denominado experimento de reconstituiqao de Heinz 
Fraenkel-Conrat e colaboradores, publicado em 1957. O 
experimento simples, mas definitivo, foi realizado com 
o virus do mosaico do tabaco (TMV), um pequeno virus 
constituido de uma unica molecula de RNA envolvida 
por uma capsuia proteica. E possivel identificar diferen- 
tes linhagens de TMV pelas diferengas de composiqao 
quimica das capsulas proteicas. 

Fraenkel-Conrat e colaboradores trataram particulas 
de TMV de duas linhagens diferentes com substancias 
quimicas que dissociam as capsulas proteicas virais das 
moleculas de RNA e separaram as proteinas do RNA. Em 
seguida, misturaram as proteinas de uma linhagem com 
as moleculas de RNA da outra linhagem em condigoes 
que ocasionam a reconstituigao de virus infecciosos com¬ 
pletes constituidos de proteinas de uma linhagem e RNA 
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TMVtipoA RNA 

de A 


■ FIGURA 9.4 O material genetico do virus do mosaico do tabaco (TMV) e RNA, nao protelna. O TMV nao contem DNA; e constitufdo apenas 
de RNA e protelna. 


da outra. Quando as folhas de tabaco eram infectadas 
por esses virus mistos reconstitufdos, os virus da prole 
sempre tinham fbnotipo e genotipo identicos aos da li- 


nhagem parental doadora do RNA (Figura 9.4). Portanto, 
as informagoes geneticas do TMV sao armazenadas no 
RNA, e nao nas protefnas. 


PONTOS ESSENCIAIS 


As informagoes geneticas da maioria dos organismos vivos sao armazenadas no dcido desoxir- 
ribonucleico (DNA) 


• Em alguns virus, as informagoes geneticas estao no dcido ribonucleico (RNA). 


Estruturas do DNA e do RNA 

Em geral, o DNA e bifilamentar, com pareamento de ade- 
nina com timina e de guanina com citosina, O RNA geral- 
mente e unifilamentar e contem uracila no lugarda timina. 

As informagoes geneticas de todo os organismos vi¬ 
vos, com excegao dos virus de RNA, sao armazenadas 
no DNA. Qual e a estrutura do DNA, e em que forma 
sao armazenadas as informagoes geneticas? Que carac- 
teristicas da estrutura do DNA facilitam a transmissao 
precisa das informagoes geneticas de uma geragao para 
outra? As respostas sao, sem duvida, tres dos componen- 
tes mats importantes de nossa compreensao da natureza 
da vida. 

NATUREZA DAS SUBUNIDADES 
QUIMICAS NO DNA E NO RNA 

Os acidos nucleicos, principais componentes da nuclef- 
na de Miescher, sao macromole culas constitufdas de 
subunidades repetidas, os nucleotldios. Cada nucleotfdio 
e constitufdo de (1) um grupo fosfato, (2) um agucar 
com cinco atomos de carbono, ou pentose, e (3) um 
composto nitrogenado cfclico chamado base (Figura 9.5) . 
No DNA, o agucar e a 2-desoxirribose (daf o nome acido 
desoxirribonucleico); no RNA, o agucar e a ribose (daf, 
acido ribonucleico). Quatro bases diferentes sao comu- 
mente encontradas no DNA: adenina (A), guanina (G), timina 


(T) e citosina (C). O RNA geralmente tambem contem ade¬ 
nina, guanina e citosina, mas tern uma base diferente, 
uracila (U), no lugar da timina. A adenina e a guanina sao 
bases de anel duplo chamadas purinas; a citosina, a timina 
e a uracila sao bases de anel simples chamadas pirimidinas. 
Portanto, tanto o DNA quanto o RNA tern quatro dife¬ 
rentes subunidades, ou nucleotldios: dois nucleotldios 
purfnicos e dois nucleotldios pirimidmicos (Figura 9.6). 
Em polinucleotfdios, como o DNA e o RNA, essas subuni¬ 
dades sao unidas em longas cadeias (Figura 9.7). O RNA 
geralmente e um polfmero unifilamentar constitufdo de 
uma sequencia longa de nucleotldios. O DNA tem um 
nfvel de organizagao a mais — e muito importante: geral¬ 
mente e uma molecula bifilamentar. 

ESTRUTURA DO DNA | A DUPLA HELICE 

Um dos avangos mais empolgantes na historia da biologia 
ocorreu em 1953, quando James Watson e Francis Crick 
(Figura 9.8) deduziram a estrutura correta do DNA. Esse 
modelo em dupla helice da molecula de DNA sugeriu 
imediatamente um refinado mecanismo de transmissao 
das informagoes geneticas. A estrutura em dupla helice 
de Watson e Crick baseou-se em dois tipos principais de 
evidencias: 

1. Quando analisaram a composigao do DNA de muitos 
organismos diferentes, Erwin Chargaff e colaboradores 
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Os acidos nucleicos sao constituidos de subunidades repetidas denominadas 
nucleotidios. Cada nucleotidio e composto de tres unidades. 

(l) cr 
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grupo 0"—P =0 
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( 2 ) 
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(a) So no RNA 

(com raras excecoes): 


(b) Tanto no RNA (c) So no DNA 

quanto no DNA: (com raras excecoes): 
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0 
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■ FIGURA Componentes estruturais dos acidos nucleicos. Os sistemas tradicionais de numeragao dos atomos de carbono nas pentoses e dos 
atomos de carbono e nitrogenio nos aneis das bases sao mostrados em (2) e (3), respectivamente. As bases com anel simples sao pirimidinas, 
e as bases com anel duplo sao purinas. 


constataram que a concentragao de timina era sempre 
igual a de adenina e que a concentragao de citosina era 
sempre igual a de guanina (Tabela 9.1). Os resultados 
sugeriram fortemente que a timina e a adenina, bem 
como a citosina e a guanina, estavam presentes no DNA 
em algum tipo de inter-relagao fixa. Os dados tambem 
mostraram que a concentragao total de pirimidinas (ti¬ 
mina mais citosina) era sempre igual a concentragao to¬ 
tal de purinas (adenina mais guanina; ver Tabela 9.1). 


2. Quando incidem atraves de filamentos de moleculas 
purificadas, os raios X sao defletidos pelos atomos das 
moleculas em padroes especificos, denominados pa- 
dr oes de difragao, que oferecem info imagoes sob re 
a organizagao dos componentes das moleculas. Esses 
padroes de difragao de raios X podem ser registrados em 
filme sensivel aos raios X exatamente como os padroes 
de luz podem ser registrados com uma camera e filme 
fotossensivel. Watson e Crick usaram dados de difra- 
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Nucleotidios pirimidinicos 


Nucleotidios purmicos 






0 



Monofosfato de 
desoxitimidina, dTMP 


Monofosfato de 
desoxicitidina, dCMP 


Monofosfato de 
desoxiadenosina, dAMP 


Monofosfato de 
desoxiguanosina, dGMP 


■ FIGURA 9.6 Estruturas dos quatro desoxirribonucleotfdios comuns presentes no DNA. Os atomos de carbono e nitrogenio nos aneis das bases 
sao numerados de 1 a 6 (pirimidinas) e de 1 a 9 (purinas). Portanto, os atomos de carbono nos agucares dos nucleotfdios sao numerados de 1' 
a 5' para distingui-los dos atomos de carbono nas bases. 


Extremidade 5' 



gao de raios X sobre a estrutura do DNA (Figura 9.9) 
apresentados por Maurice Wilkins, Rosalind Franklin 
(Figura 9.8) e seus colaboradores. Esses dados in- 
dicaram que o DNA era uma estrutura bifilamentar, 
altamente organizada, com sub estruturas repetidas a 
intervalos de 0,34 nanometro (1 nm = 10 -9 metro) ao 
longo do eixo da molecula. 

Com base nos dados qufmicos de Chargaff, nos dados 
de difragao de raios X de Wilkins e Franklin, e nas infe- 
rencias a pardr da construgao do modelo, Watson e Crick 
propuseram que o DNA e uma helice dupla dextrogira na 
qual as duas cadeias polinucleotfdicas sao espiraladas 
ao redor uma da outra (Figura 9.10). Watson, Crick e 
Wilkins receberam o Premio Nobel de Fisiologia ou Me- 
dicina de 1962 pelo modelo de dupla helice. Infelizmen- 
te, Franklin teve morte prematura (aos 37 an os de idade) 
em 1958, e nao ha concessao postuma do Premio Nobel. 

Cada uma das duas cadeias polinucleotidicas em uma 
dupla helice consiste em uma sequencia de nucleotidios 
unidos por ligagoes fosfodiester, associando desoxirribo- 
ses adjacentes (Tabela 9.2). Os dois filamentos polinucle* 
otfdicos sao mantidos juntos em configuragao helicoidal 
por ligagoes de hidrogenio (Tabela 9.2) entre bases em 
filamentos opostos; os pares de bases resultantes sao em- 
pilhados entre as duas cadeias perpendiculares ao eixo 
da molecula, como os degraus de uma escada espiral (Fi¬ 
gura 9.10). O pareamento de bases e especffico: adenina 

■ FIGURA 9.7 Estrutura de uma cadeia polinudeotfdica. A cadeia de 
tetranucleotidios mostrada e uma cadeia de DNA que contem o agu- 
car 2'-desoxirribose. As cadeias de RNA contem o agucar ribose. Os 
nucleotidios em cadeias de polinucleotidios sao unidos por ligagoes 
fosfodiester (G-O-P-O-C). Note que o polinucleotidio mostrado tern 
polaridade qufmica no sentido 5' (em cima) para 3' (embaixo) porque 
cada ligagao fosfodiester une o carbono 5' da 2'-desoxirribose de um 
nucleotidio ao carbono 3' da 2'-desoxirribose do nucleotfdio adjacen- 
te. Portanto, a cadeia tern uma terminagao de carbono 5' no topo e 
uma terminagao de carbono 3' na parte inferior. 
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■ FIGURA 9,fc Os quatro protagonistas principals - Francis Crick, Maurice Wilkins, James Watson e Rosalind Franklin (em sentido horario a partir 
de cima a esquerda) - na descoberta da estrutura em dupla heiice do DNA. 


Tabela 9.1 

Composi^ao de bases do DNA de varios organismos. 

Especie 

% de adenina 

% de guanina 

% de dtosina 

% de timina 

Razoes molares 

A + C 

T + C 

A+T 

C + C 

1. Virus 

Bacteriofago A 

26,0 

23,8 

24,3 

25,8 

0,99 

1,08 

Bacteridfago T2 

32,6 

18,1 

16,6 

32,6 

1,03 

1,88 

Herpes simples 

13,8 

37,7 

35,6 

12,8 

1,06 

0,36 

//. Bacterias 

Escherichia coli 

26,0 

24,9 

25,2 

23,9 

1,04 

1,00 

Micrococcus lysodeikticus 

14,4 

37,3 

34,6 

13,7 

1,07 

0,39 

Ramibacterium ramosum 

35,1 

14,9 

15,2 

34,8 

1,00 

2,32 

HI. Eucariotos 

Saccharomyces cerevisiae 

31,7 

18,3 

17,4 

32,6 

1,00 

1,80 

lea mays (milho) 

25,6 

24,5 

24,6 

25,3 

1,00 

1,04 

Drosophila melanogaster 

30,7 

19,6 

20,2 

29,4 

1,01 

1,51 

Homo sapiens (ser humano) 

30,2 

19,9 

19,6 

30,3 

1,01 

1,53 
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■ FIGURA 9.9 Fotografia do padrao de difragao de raios X obtido com 
DNA. O padrao cruciforme central indica que a molecula de DNA tem 
estrutura helicoidal, e as bandas escuras nas partes superior e inferior 
indicam que as bases estao empilhadas perpendicularmente ao eixo 
da molecula com periodicidade de 0,34 nm. 

sempre com timina, e guanina sempre com citosina. As- 
sim, todos os pares de bases sao constituidos de uma pu- 
rina e uma pirimidina. A especificidade do pareamento 
de bases resulta da capacidade de ligagao ao hidrogenio 
das bases em suas configuragoes normals (Figura 9.11). 
Em suas configuragoes estruturais comuns, adenina e ti¬ 
mina formam duas ligagoes de hidrogenio, e guanina e 


3,4 nm 


0,34 nm 


p figura 9.10 Diagrams da estrutura de dupla helice do DNA. 




Tabela 9.2 


Ligagoes quimicas importantes na estrutura do DNA. 


(a) Ligacdes cova/enfes 

Ligacoes quimicas fortes por compartilhamento de 
eletrons entre atomos. 

(1) Em bases e acucares 


;c^c: 



0—H 
N—H 


Eletrons compartilhados 


(2) Em ligacoes fosfodiester 

. cf 


C 5'da 

2-desoxirribose 


0 


—0 


0 


C 3' da 

2'-desoxirribose 


(b) Ligacoes de hidrogenio 

Ligacao fraca entre urn atomo eletronegativo e urn atomo 
de hidrogenio (eletropositivo) uni do por ligacao covalente 
a urn segundo atomo eletronegativo. 


N 

N 


:H 

i ___ . 

:H 


0 

N 


6 S' 

0—H 


(c) “Ligacdes hidrofobicas” 

Associacao de grupos apoiares entre si quando presentes 
em solucoes aquosas em razao da sua insolubiiidade 
em agua. 

As molecuias de agua sao muito polares 
(0 5'e H 51. 

Substancias tambem polares 
sao muito soluveis em agua 
(“hidrofilicas”). 

Substancias apoiares (sem grupos 
carregados) sao muito insoluveis 
em agua (“hidrofobicas' 1 ). 
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Os pares de bases empilhados formam urn centro hidrofobico. 
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Polaridades opostas dos dois filamentos 


Ligacao de hidrogenio nos pares de bases A-T e G-C 



3' 

A 


5' 




■ FIGURA 9.1 1 llustragao de uma dupla helice de DNA mostrando a polaridade quimica oposta (Figiira 9.7) dos dois filamentos e da ligagao de 
hidrogenio entretimina (T) e adenina (A) e entre citosina (C) e guanina (G). O pareamento de bases no DNA.T com A e C com G, e determinado 
pelo potencial de ligagao de hidrogenio das bases. S = agucar 2-desoxirribose; P = urn grupo fosfato. 


citosina formam tres ligagoes de hidrogenio. A ligagao de 
hidrogenio nao e possfvel entre citosina e adenina nem 
entre dmina e guanina quando elas estao em sens estados 
estruturais comuns. 

Quando se conhece a sequencia de bases de urn dos 
filamentos de uma dupla helice de DNA, tambem se co¬ 


nhece a sequencia de bases do outro filamento por causa 
do pareamento especffico de bases (ver Problema Resol- 
vido: Calculo do conteudo de bases no DNA). Os dois 
filamentos de uma dupla helice de DNA sao, portanto, 
complementares. Kssa propriedade, a complementaridade dos 



Calculo do conteudo de bases no DNA 



PRORl PM A 

O DNA genomico bifilamentar foi isolado da bacteria Mycobacte¬ 
rium tuberculosis, e a analise quimica mostrou que 33% das bases 
no DNA eram residues guanina. Dada essa informagao, e possfvel 
determinar que porcentagem das bases no DNA de M. tuberculosis 
correspondia a residues de adenina? 

O DNA genomico unifilamentar foi isotado do bacteriofago 
0X174, e a analise quimica mostrou que 22% das bases no DNA de 
0X174 eram citosinas. Com base nessa informagao, e possfvel de- 
terminar que porcentagem das bases no DNA no virion 0X174 cor¬ 
respondia a adeninas? 

FATOS E CONCE1TOS 

1. No DNA bifilamentar, a adenina de urn filamento sempre faz 
par com a timina no filamento complementar, e a guanina 
de um filamento sempre faz par com a citosina no outro fi¬ 
lamento. 

2. No DNA unifilamentar, nao ha real pareamento de bases. Ha al- 
gum pareamento entre bases dos filamentos simples, com for- 


magao de estruturas em grampo, mas nao ha estrito pareamen¬ 
to de bases A:T e G:C como no DNA bifilamentar. 

ANALISE E SOLUgAO 

No DNA genomico bifilamentar deM. tuberculosis, cadaA de um fi¬ 
lamento esta unida, por ligagao de hidrogenio, a uma T no filamento 
complementar, e o mesmo acontece entre G e C.Assim, se 33% das 
bases sao guaninas, 33% das bases sao citosinas. Isso significa que 
66% das bases sao G e C e que 34% (100 - 66%) das bases sao A 
e T. Como A sempre faz par com T, metade e A e a outra metade e 
T. Portanto, 17% (34% x 1/2) das bases no DNA deM. tuberculosis 
sao adeninas. 

No DNA unifilamentar de bacteriofago 0X174, nao ha estrito 
pareamento de bases, apenas o pareamento esporadico entre bases 
no unico filamento de DNA. Logo, nao e posslvel prever a proporgao 
de reslduos de adenina no DNA com base na proporgao de citosi¬ 
nas. Na verdade, nao e possivel sequer prever a porcentagem de 
adeninas com base na porcentagem de timinas no DNA unifilamen¬ 
tar, como o DNA no virion 0X174. 
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adequado para armazenar e Iransmilir informagdes gmeticas de 
gerac/io para gera^do (Gapftulo 10). 

Os pares de bases no DNA sao empilhados, distan- 
tes cerca de 0,34 lira, com 10 pares de bases por volta 
(360°) da dupla helice (Figura 9.10). Os arcabougos 
de agucar-fosfato dos dois filamentos complementares 
sao antiparaldos (Figura 9.11). Em sentido unidirecio- 
nal ao longo de uma dupla helice de DNA, as ligagoes 
fosfodiester de urn filamento vao de urn carbono 3' de 
urn nucleotfdio a um carbono 5' do nucleotfdio adjacen- 
te, enquanto no filamento complementar seguem de um 
carbono 5' para um carbono 3'. Essa “polaridade oposta” 
dos filamentos complementares de uma dupla helice de 
DNA tern papel importante na replicagao, transcrigao e 
recombinagao do DNA. 

A estabilidade das helices duplas de DNA e conse- 
quencia, em parte, do grande numero de ligagoes de hi¬ 
drogenio entre os pares de bases (embora cada ligagao 
de hidrogenio isoladamente seja fraca, muito mais fraca 
que uma ligagao covalente) e, em parte, da ligagao hidro- 
fobica (ou forgas de empilhamento) entre pares de bases 
adjacentes (Tabela 9.2). O empilhamento dos pares de 
bases e mais bem ilustrado por um modelo espacial da 
estrutura do DNA (Figura 9.12). As faces planas dos pares 
de bases sao relativamente apolares e, portanto, tendem 
a ser hidrofobicas (insoluveis em agua). Em vista da in- 
solubilidade em agua, o centro hidrofobico de pares de 
bases empilhados contribui bastante para a estabilidade 
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figura 9.12 Modelo espacial de uma dupla helice de DNA. 


esolva! 


Cite algumas caracterfsticas importantes 
do DNA bifilamentar 

Um filamento de DNA na regiao codificante do gene HBB 
humano (que codifica a p-globina) comega com a sequencia 
nucleotfdica 5'-ATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCT- 
3', onde 5' e 3' designam os atomos de carbono nos grupos 
2-desoxirribose nas extremidades do filamento. Portanto, esse 
filamento de DNA tern polaridade quimica 5' —» 3', com leitura 
da esquerda para a direita. Qual e a sequencia nucleotidica do 
filamento de DNA complementar nessa regiao do gene HBB? 
Qual e a polaridade quimica do filamento complementar? Qual 
e o comprimento desse segmento do gene HBB quando presen¬ 
te em uma celula como DNA bifilamentar? Quantas moleculas 
de 2-desoxirribose existem nesse segmento de DNA? Quantas 
moleculas de pirimidina existem nesse segmento do gene HBB? 

► Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 


das moleculas de DNA presentes nos protoplasmas aquo- 
sos das celulas vivas. O modelo espacial mostra tambem 
que os dois sulcos de uma dupla helice de DNA nao sao 
idenlicos; um deles, o sulco maior, e muito mais largo 
que o oulro, o sulco menor. A diferenga entre o sulco 
maior e o sulco menor e importante quando se exami¬ 
nant as interagoes entre DNA e protefnas reguladoras da 
expressao genica. Algumas protefnas ligam-se ao sulco 
maior; outras, ao sulco menor. Leia Resolva! Cite algu¬ 
mas caracterfsticas importantes do DNA bifilamentar e 
avalie a compreensao da estrutura do DNA, responden- 
do as perguntas. 


ESTRUTURA DO DNA: FORMAS 
ALTERNAT1VAS DA DUPLA HELICE 

A estrutura de dupla helice de Watson e Crick descrita e 
chamada B-DNA. B-DNA e a conformagao adquirida pelo 
DNA em condigoes fisiologicas (em solugoes aquosas 
contendo baixa concentragao de sais). A grande maioria 
das moleculas de DNA presentes no protoplasma aquoso 
das celulas vivas exisle na conformagao B. O DNA, po- 
rem, nao e uma molecula eslatica e invariavel. Ao contra- 
rio, as moleculas de DNA apresentam grande flexibilida- 
de de conformagao. 

As estruturas das moleculas de DNA variam em fun- 
gao do ambiente. A conformagao exata de determinada 
molecula ou segmento de molecula de DNA depende da 
natureza das moleculas com as quais esta interagindo. 
Na verdade, o B-DNA intracelular parece ter, em media, 
10,4 pares de nucleotfdios por volta, e nao exatamente 
10 como mostra a Figura 9.10. Em altas concentragoes de 
sais ou em estado de desidratagao parcial, o DNA existe 
na forma de A-DNA, que e uma helice dextrogira, como 
o B-DNA, mas com 11 pares de nucleotfdios por volta 
(Tabela 9.3). O A-DNA e uma helice dupla mais espessa e 
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Tabela 9,3 

r- 

Formas alternatives de DNA. 

_ 

Forma da 
helice 

Diregao da 
helice 

Pares de bases 
por volta 

Diametro da 
helice 

A 

Dextrogira 

11 

2,3 nm 

B 

Dextrogira 

10 

1,9 nm 

Z 

Levogira 

12 

1,8 nm 


mais curta com diametro de 2,3 nm. E quase certo que as 
moleculas de DNA nunca existem como A-DNA in vivo. 
No entanto, a conformagao A-DNA e importante porque 
heteroduplex DNA-RNA (helices duplas constituidas de 
filamento de DNA cujas bases formam pares com um fi- 
lamento de RNA complementar) ou duplex RNA-RNA 
existem em estrutura muito semelhante in vivo. 

Algumas sequencias de DNA existem em uma forma 
helicoidal dupla levogira denominada Z-DNA (Z por cau¬ 
sa do zigue-zague dos arcabougos de agucar-fosfato da es¬ 
trutura) . O Z-DNA foi descoberto por analise de difragao 
de raios X de cristais formados por oligomeros de DNA 
contendo pares de bases G:C e C:G alternados. O Z-DNA 
esta presente em helices duplas que sao ricas em G:C e 
contem residuos purinas e pirimidinas alternados. Alem 
da estrutura helicoidal levogira exclusiva, o Z-DNA (Ta- 
bela 9.3) difere das conformagoes A e B por ter 12 pares 
de bases por volta, um diametro de 1,8 nm e um unico 
sulco profundo. A fungao do Z-DNA em celulas vivas ain- 
da nao esta clara. 

ESTRUTURA DO DNA | SUPER-HELICES 
NECATIVAS IN VIVO 

Todas as moleculas de DNA ativas em celulas vivas apre- 
sentam outro nivel muito importante de organizagao — 
a super-helice. As super-helices sao introduzidas em uma 
molecula de DNA quando ha clivagem de um de seus 
filamentos, ou ambos, e quando os filamentos comple- 
mentares em uma extremidade sao rodados ou torcidos 
ao redor um do outro, enquanto a outra extremidade 
e mantida fixa e, portanto, nao gira. Essa super-helicoi- 
dizagao causa o colapso de uma molecula de DNA em 
estrutura muito espiralada, semelhante a um fio de tele- 
lone em espiral ouaum anel elastico torcido (Figura 9.13, 
embaixo, a direita). As super-helices sao introduzidas e 
removidas das moleculas de DNA por enzimas que tern 
papeis essenciais na replicagao do DNA (Capitulo 10) e 
em outros processos. 

A super-helicoidizagao ocorre apenas em moleculas 
de DNA com extremidades fixas, que nao giram livre- 
mente. E claro que as extremidades das moleculas cir¬ 
culars de DNA (Figura 9.13) presentes na maioria dos 
cromossomos procarioticos e nos cromossomos de orga- 
nelas eucarioticas, como as mitocondrias, sao fixas. As 
grandes moleculas lineares de DNA presentes em cro¬ 
mossomos eucarioticos tambem sao fixadas por ligagoes 



0,1 nm 


■ FIGURA 9.13 Comparagao entre as estruturas relaxadas e negativa- 
mente superespiraLadas de DNA. A estrutura relaxada e B-DNA com 
10,4 pares de bases por volta da hetice. A estrutura negativamente 
superespiralada surge quando ha subenrolamento do B-DNA, com 
menos de uma volta da hetice para cada 10,4 pares de bases. 

espagadas e nas extremidades aos componentes nao 
DNA dos cromossomos. Essas ligagoes possibilitam que 
enzimas introduzam super-helices nas moleculas linea¬ 
res de DNA presentes em cromossomos eucarioticos, da 
mesrna maneira que sao incorporadas as moleculas cir- 
culares de DNA presentes na maioria dos cromossomos 
procarioticos. 

Talvez seja mais facil visualizar a super-helicoidizagao 
analisando uma molecula circular de DNA. Se clivarmos 
um filamento de uma dupla helice de DNA circular, fe- 
chada por ligagao covalente, e girarmos 360° (uma volta 
completa) uma extremidade do filamento clivado em 
tomo do filamento complementar, enquanto mantemos 
fixa a outra extremidade, introduziremos uma super-he¬ 
lice na molecula (Figura 9.14). Se girarmos a extremidade 
livre na mesma diregao em que e girada a dupla helice de 
DNA (para a direita), sera produzida uma super-helice 
(DNA superespiralado) positiva. Se girarmos a extremi¬ 
dade livre na diregao oposta (para a esquerda), sera pro¬ 
duzida uma super-helice (DNA superespiralado) negati- 
va. Embora essa seja a maneira mais simples de definir 
a super-helicoidizagao no DNA, nao e o mecanismo de 
produgao das super-helices no DNA in vivo. Esse meca¬ 
nismo e discutido no Capitulo 10. 

As moleculas de DNA de quase todos os organismos, 
desde os menores virus ate os maiores eucariotos, apre- 
sentam super-helicoidizagao negativa in vivo, e muitas fungoes 
biologicas dos cromossomos so podem ser realizadas 
quando as moleculas de DNA participantes tern super-he¬ 
licoidizagao negativa. (O DNA de alguns virus que infec- 
tam arqueobacterias tern super-helicoidizagao positiva.) 
Ha muitos dados indicativos de que a super-helicoidiza¬ 
gao negativa participa da replicagao (Capitulo 10), re- 
combinagao, expressao genica e regulagao da expressao 
genica. Existem graus semelhantes de super-helicoidiza¬ 
gao negativa nas moleculas de DNA presentes em cro¬ 
mossomos bacterianos e eucarioticos. 
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Extremidade 

estacionaria 


Corte de 
um fiiamento 


Uniao das 
extremidades 


Corte unifilamentar 
Giro de 360° 


Uma rotacao 
de 360° para 
a esquerda, 
ligacao 


Corte de um 
fiiamento, uma 
rotacao de 360° 

r 

para a direita 


DNA fechado por ligacao 
covalente e relaxado 


DNA circular, 
cortado, relaxado 



Super-helice negativa de DNA, 
fechada por ligacao covalente 


■ FICURA9.14 Definigao visual de DNA superespiralado negativamente. Embora a estrutura das super-helices de DNA seja ilustrada com mais 
clareza pelo mecanismo mostrado aqui, o metodo de sua produgao in vivo e diferente (ver Capttulo 10). 


PONTOS ESSENCIAIS * O DNA geralmente e uma dupla helice, com os dois fiiamentos unidos por ligagoes de hidro- 

genio entre as bases complementares: pareamento de adenina com timina e de guanina com 
citosina 


• Essa complementaridade dos dois filamentos de uma dupla helice torn a o DNA excepcional- 
niente adequado para armazenar e transmitir informagoes geneticas 

• Os dois filamentos de uma dupla helice de DNA tern polaridades qmmicas opostas 

• O ENA geralmente e uma molecula unifilamentar que contem uracila em vez de timina 

• As moleculas de DNA funcionais nas celulas apresentam super-helicoidizagdo negativa. 


Estrutura do cromossomo em procariotos e virus 


As moleculas de DNA de procariotos e virus sao orga- 
nizadas em dommios com super-helicoidizagao negativa. 

Grande parte das informagoes sobre a estrutura do DNA 
foi obtida pelo estudo de procariontes, principalmente 
porque sao menos complexos, tanto do ponto de vista 
genetico quanto bioqufmico, que os eucariotos. Os pro¬ 
cariotos sao monoploides {mono = um); so tern um con- 
junto de genes (uma copia do genoma). (Nao se deve 
confundir “monoploide” com “haploide,” que se refere 
especificamente ao numero de cromossomos reduzidos 
nos gametas.) Na maioria dos virus e procariotos, o con- 
junto unico de genes e armazenado em um so cromosso¬ 
mo que, por sua vez, contem uma so molecula de acido 
nucleico (RNA ou DNA). 

Os menores virus de RNA conhecidos tem apenas tres 
genes, e sao conhecidas as sequencias de nucleotidios 
completas dos genomas de muitos virus. Por exemplo, a 
molecula unica de RNA no genoma do bacteriofago MS2 
e constituida de 3.569 nucleotidios e contem 4 genes. Os 
menores virus de DNA conhecidos tem apenas 9 a 11 ge¬ 
nes. Mais uma vez, as sequencias completas de nucleoti¬ 
dios sao conhecidas em varios casos. Por exemplo, o ge¬ 
noma do bacteriofago 3>X174 e uma molecula de DNA 
com 5.386 nucleotidios de comprimento que contem 
11 genes. Os maiores virus de DNA, como o bacteriofago 
T2 e os poxvirus animais, contem cerca de 150 genes. 


Bacterias como a E. coli tem 2.500 a 3.500 genes, a maio¬ 
ria em uma unica molecula de DNA. 

No passado, cromossomos procarioticos eram fre- 
quentemente denominados “moleculas nuas de DNA”, 
em contraste com os cromossomos eucarioticos com suas 
protemas associadas e morfologia complexa. Essa ideia 
errada surgiu em parte porque (1) as imagens publicadas 
de “cromossomos” procarioticos eram, em sua maioria, 
micrografias eletronicas de moleculas de DNA isoladas, 
nao de cromossomos metabolicamente ativos ou funcio¬ 
nais, e (2) a maioria das fotografias publicadas de cro¬ 
mossomos eucarioticos era de cromossomos meioticos 
ou mitoticos altamente condensados — mais uma vez, 
estados cromossomicos metabolicamente inativos. Ago¬ 
ra se sabe que os cromossomos procarioticos ativos, ou 
nucleoides (nucleoides, em vez de nucleos, porque nao 
sao envolvidos por membrana nuclear), tem poucaseme- 
lhanga com as moleculas isoladas de DNA viral e bacteria- 
no observadas em micrografias eletronicas, assim como 
os cromossomos em interfase metabolicamente ativos de 
eucariotos tem pouca semelhanga morfologica com cro¬ 
mossomos na metafase mitotica ou meiotica. 

O perfmetro total da molecula circular de DNA pre¬ 
sente no cromossomo da bacteria Escherichia coli e de 
aproximadamente 1.500 |xm. Como o diametro de uma 
celula de E. coli e de apenas 1 a 2 |xm, e preciso que a 
grande molecula de DNA presente em cada bacteria 
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RNA clivado 



(a) Cromossomo 
circular, nao dobrado 



(b) Cromossomo dobrado, na 
verdade, com 40 a 50 a leas 





(e) Cromossomo parcialmente 
desespiraiado 


Ha super-helicoidizacao 
indepen dente 
de cada alca. 


Digestao 
parcial 
por RNase 


(c) Cromossomo 
dobrado super-helicoidal 


DNA 

cortado 


Digestao 
parcial 
por DNase 


(d) Cromossomo 
parcialmente desespiraiado 


DNA 

cortado 


■ FIGURA 9.15 Diagrama da estrutura do estado ativo do cromossomo de E. coil. 


esteja altamente condensada (dobrada ou espiralada). 
Quando cromossomos de E. coli sao isolados por procedi- 
mentos cuidadosos sem emprego de detergentes ionicos 
(usados com frequencia para lise das celulas) e mantidos 
na presenga de alta concentragao de cations como polia- 
minas (pequenas protemas basicas ou de carga positiva) 
ou sal 1 M para neutralizar os grupos fosfato de carga ne- 
gativa do DNA, os cromossomos se mantem altamente 
condensados, com tamanho comparavel ao do nucleoide 
in vivo. Essa estrutura, o genoma dobrado, e o estado ativo 
de um cromossomo bacteriano. Embora menores, os cro¬ 
mossomos intracelulares ativos de virus bacterianos sao 
muito semelhantes aos genomas de bacterias. 

No genoma dobrado, a grande molecula de DNA em 
um cromossomo de E. coli e organizada em 50 a 100 do¬ 


minies ou algas, todos com super-helicoidizagao negativa 
independente (Figura 9.15). Tanto o RNA quanto as protef- 
nas sao componentes do genoma dobrado, que pode ser 
parcialmente relaxado pelo tratamento com desoxirri- 
bonuclease (DNase) ou ribonuclease (RNase). Como a 
super-helicoidizagao de cada dommio do cromossomo 
e independente, a introdugao de “cortes” unifilamenta- 
res no DNA por tratamento dos cromossomos com uma 
DNase que cliva o DNA em sitios internos so relaxa o DNA 
nos dominios cortados, e todas as algas nao cortadas per- 
manecem super-helicoidais. A destruigao dos conectores 
de RNA pela RNase desdobra parcialmente o genoma do¬ 
brado, pois elimina a organizagao da molecula de DNA em 
50 a 100 algas. No entanto, o tratamento com RNase nao 
afeta a super-helicoidizagao dos dominios do cromossomo. 


PONTOS ESSENCIAIS • As moleculas de DNA nos cromossomos de procariotos e virus sao organizadas em dominios 

com super-helicoidizagao negativa 

• Os cromossomos bacterianos contem moleculas circulares de DNA divididas em aproximada- 
mente 50 dominios. 


Estrutura do cromossomo em eucariotos 


Os cromossomos eucarioticos contem enormes molecu¬ 
las de DNA altamente condensadas durante a mitose e 
a meiose. Os centromeros e telomeros de cromossomos 
eucarioticos tern estruturas exclusivas. 

Os genomas eucarioticos tern niveis de complexida- 
de nao encontrados em procariotos. Ao contrario dos 


procariotos, a maioria dos eucariotos e diploide, com 
dois conjuntos completos de genes, um de cada geni- 
tor. Como discutimos no Capitulo 6, alguns vegetais 
angiospermas sao poliploides, ou seja, tern varias co- 
pias do genoma. Embora os eucariotos tenham ape- 
nas 2 a 15 vezes mais genes que a E. coli, a quantidade 
de DNA e ordens de magnitude maior. Alem disso, 
grande parte desse DNA nao contem genes, pelo me- 
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nos nao genes codificadores de protemas ou molecu- 
las de RNA. 

A maioria dos eucariotos nao so contem muitas vezes 
a quantidade de DNA existente em procariotos, como 
esse DNA tambem esta empacotado em varios cromos¬ 
somos, e cada cromossomo esta presente em duas copias 
(diploides) ou mais (poliploides). Lembre-se de que o 
cromossomo de E. coli tern perfmetro total de 1.500 pm, 
ou cerca de 1,5 mm. Agora considere que o complemen- 
to cromossomico haploide, ou genoma, de um ser hu¬ 
mane contem cerca de 1.000 mm de DNA (ou cerca de 
2.000 mm por celula diploide). Alem disso, esse metro 
de DNA e subdividido entre 23 cromossomos de tama- 
nhos e formatos variaveis, e cada cromossomo contem 
15 a 85 mm de DNA. No passado, os geneticistas tinham 
poucas informagoes sobre a organizagao desse DNA nos 
cromossomos. Os procariotos tern uma molecula de DNA 
por cromossomo ou muitas? Caso sejam muitas, como e 
a organizagao das moleculas em relagao umas as outras? 
Como os 85 mm (85.000 pm) de DNA no maior cromos¬ 
somo humano sao condensados em uma estrutura da 
metafase mitotica com cerca de 0,5 |Jim de diametro e 
10 pm de comprimento? Quais sao as estruturas dos cro¬ 
mossomos interiasicos metabolicamente ativos? As res- 
postas de algumas dessas questoes sao apresentadas nas 
proximas segoes. 

COMPOSICAO QUIMICA DE 
CROMOSSOMOS EUCARI6TICOS 

Os cromossomos interfasicos geralmente nao sao visi- 
veis a microscopia optica. No entanto, a analise quimica, 
a microscopia eletronica e os estudos de difragao com 
raios X da cromatina isolada (o complexo de DNA, protei- 
nas cromossomicas e outros constituintes cromossomicos 
isolados dos nude os) proporcionaram informagoes uteis 
sobre a estrutura dos cromossomos eucarioticos. 

Quando a cromadna e isolada dos nucleos interf’asi- 
cos, nao e possfvel reconhecer os cromossomos indivi¬ 
duals. Em vez disso, observa-se um aglomerado irregular 
de nucleoprotema. A analise quimica da cromatina iso¬ 
lada mostra que e constituida principalmente de DNA e 
protemas com menor quantidade de RNA (Figura 9.16). 
As protemas sao de duas classes principais: (1) protemas 
basicas (carga positiva em pH neutro) denominadas his- 
tonas e (2) um grupo heterogeneo de protemas, em sua 
maioria acidas (carga negativa em pH neutro), coletiva- 
mente denominadas protemas cromossomicas nao histdnicas. 

As histonas desempenham um papel estrutural im- 
portante na cromatina. Estao presentes na cromatina de 
todos os eucariotos em quantidade equivalente a quanti¬ 
dade de DNA. Essa relagao sugere uma interagao entre 
as histonas e o DNA que e conservada em eucariotos. As 
histonas de todos os vegetais e animais constam de cinco 
classes de protemas. Esses cinco principais tipos de his¬ 
tonas, denominados HI, H2a, H2b, H3 e H4, estao pre¬ 
sentes em quase todos os tipos celulares. Existem algu¬ 
mas excegoes, sobretudo em alguns gametas masculinos, 



■ FIGURA 9.16 Composigao quimica da cromatina em fungao do 
conteudo nuclear total. O conteudo de DNA e histona da cromatina 
e relativamente constante, mas a quantidade de protemas nao histo- 
nicas presentes depende do procedimento usado para isolar a croma¬ 
tina (seta tracejada). 

nas quais as histonas sao substitufdas por outra classe de 
protemas basicas pequenas denominadas protaminas. 

Os cinco tipos de histona estao presentes em propor- 
goes molares de aproximadamente 1 Hl:2 H2a:2 H2b:2 
H3:2 H4. Quatro dos cinco tipos iormam complexos es- 
pecihcos com o DNA e produzem as subunidades estru- 
turais basicas da cromatina, contas elipsoides pequenas 
(aproximadamente 11 nm de diametro por 6,5 nm de 
altura) chamadas nudeossomos. As histonas foram muito 
conservadas durante a evolugao — quatro dos cinco tipos 
de histonas sao semelhantes em todos os eucariotos. 

A maioria dos 20 aminoacidos nas protemas tern carga 
neutra, isto e, nao tern carga em pH 7, Algumas espe- 
cies, porem, sao basicas e outras sao acidas. As histonas 
sao basicas porque contem 20 a 30% de arginina e lisina, 
dois aminoacidos de carga positiva (ver Figura 12.1). Os 
grupos — NH, S + expostos de arginina e lisina possibilitam a 
agao das histonas como polications. Os grupos laterals de 
carga positiva nas histonas sao importantes na interagao 
com o DNA, que e polianionico em razao dos grupos los- 
fatos de carga negativa. 

A notavel constancia das histonas H2a, H2b, H3 e H4 
em todos os tipos celulares de um organismo e ate mes- 
mo em especies muito divergentes e compatfvel com a 
ideia de que sao importantes na estrutura da cromatina 
(empacotamento do DNA) e tern participagao apenas 
inespecilica na regulagao da expressao genica. No entan¬ 
to, como sera analisado adiante, modificagoes quimicas 
das histonas podem alterar a estrutura do cromossomo, 
o que, por sua vez, pode aumentar ou diminuir o mvel de 
expressao de genes localizados na cromatina modificada. 

Ja a fragao de protemas nao histonicas da cromatina 
e constituida de um grande nuraero de protemas hete- 
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rogeneas. Alem disso, a composigao da fragao de protef- 
nas cromossomicas nao histonicas varia muito entre os 
diferentes tipos celulares do mesmo organismo. Assim, 
provavelmente as protefnas cromossomicas nao histoni¬ 
cas nao tern papeis decisivos no empacotamento de DNA 
nos cromossomos. Em vez disso, e provavel que sejam 
candidatas a papeis na regulagao da expressao de genes 
ou conjuntos de genes especfficos. 

UMA GRANDE MOLECULA DE DNA 
POR CROMOSSOMO 

Um cromossomo eucariotico tfpico contem 1 a 20 cm 
(10 4 a 2 X 1(P pi) de DNA. Durante a metafase da meio- 
se e mitose, esse DNA e empacotado em um cromossomo 
que tern apenas 1 a 10 jam de comprimento. Como todo 
esse DNA e condensado nos cromossomos compactos 
presentes durante a mitose e a meiose? As muitas mole- 
culas de DNA seguem paralelas por todo o cromossomo 
— o modelo multinemico ou “multifilamentar” — ou ha ape¬ 
nas uma dupla helice de DNA que se estende de uma ex- 
tremidade a outra do cromossomo — o modelo uninemico 
ou unifilamentar? (Observe que, nesse caso, "filamento” 
refere-se a dupla helice de DNA, nao as cadeias polinu- 
cleotfdicas individuals de DNA.) 

Atualmente ha dados consideraveis indicativos de que 
cada cromossomo contem uma unica molecula gigante 
de DNA que se estende de uma extremidade a outra do 
cromossomo passando pelo centromero. No entanto, 
como discutimos na segao anterior, essa molecula de 
DNA gigante esta altamente condensada (espiralada e 
dobrada) no cromossomo. 

TRES Nl'VEIS DE EMPACOTAMENTO 
DO DNA EM CROMOSSOMOS 
EUCARI6TICOS 

O maior cromossomo do genoma humano contem 
cerca de 85 mm (85.000 jxm ou 8,5 X 10 7 nm) de 
DNA, que se acredita ser uma molecula gigante. De 
alguma maneira, essa molecula de DNA e empaco- 
tada em uma estrutura metafasica com diametro 
aproximado de 0,5 jxm e comprimento aproxima- 
do de 10 |xm — uma condensagao de quase 10 4 vezes 
entre o comprimento da molecula de DNA desnu- 
do e o cromossomo metafasico. Como ocorre essa 
condensagao? Que componentes dos cromossomos 
participam dos processos de empacotamento? Existe 
um metodo universal de empacotamento? Existem 

j* 

diferentes nrveis de empacotamento? E claro que os 
cromossomos meioticos e mitoticos sao muito mais 
condensados que os cromossomos interfasicos. Que 
outros nrveis de condensagao ocorrem nessas estru- 
turas especiais destinadas a garantir a correta segre- 
gagao do material genetico durante as divisoes celu¬ 
lares? O empacotamento das sequencias de DNA de 
genes que estao sendo express os e diferente do em¬ 


pacotamento de genes que nao estao sendo expressos? 
Vamos investigar alguns dados que estabelecem a existen- 
cia de tres nfveis diferentes de empacotamento de DNA 
nos cromossomos. 

O exame ao microscdpio eletronico da cromatina iso- 
lada de celulas em interfase mostra que e constituida de 
uma serie de contas elipsoides (cerca de 11 nm de dia¬ 
metro e 6,5 nm de comprimento) unidas por filamentos 
finos (Figura 9.17A). Outros dados sobre o empacotamen¬ 
to periodico e regular de DNA vieram de estudos sobre 
a digestao da cromatina por varias nucleases. A digestao 
parcial de cromatina por essas nucleases produziu frag- 
mentos de DNA em uma serie de tamanhos variados 
que eram multiplos inteiros do menor fragmento. Esses 
resultados sao bem explicados se a cromatina tiver uma 
estrutura com repetigoes, supostamente as contas obser- 
vadas por microscopia eletronica (Figura 9.17A), dentro 
das quais o DNA e empacotado em uma forma resistente 
a nuclease (Figura 9.17B). Essa “conta” ou subunidade de 
cromatina e denominada nucleossomo. De acordo com o 
conceito atual de estrutura da cromatina, os ligadores, ou 
filamentos de DNA entre os nucleossomos de DNA, sao 
suscetiveis ao ataque da nuclease. 

Apos digestao parcial do DNA na cromatina por uma 
endonuclease (enzima que cliva o DNA internamente), 
o DNA com comprimento aproximado de 200 pares de 
nucleotfdios e associado a cada nucleossomo (produzido 
por clivagem de cada regiao ligadora). Depois da ampla 
digestao por nuclease, resta em cada nucleossomo um 
segmento de DNA com 146 pares de nucleotfdios de 
comprimento. Essa estrutura resistente a nuclease e de¬ 
nominada cerne do nucleossomo. A estrutura - praticamen- 
te invariavel em eucariotos - e constituida de um trecho 
de DNA com 146 pares de nucleotfdios e de duas mole- 
culas de cada histona H2a, H2b, H3 e H4. As histonas 
protegem o segmento de DNA no centra do nucleosso¬ 
mo contra a clivagem por endonucleases. Estudos ITsicos 
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■ FIGURA 9.17 Micrografia eletronica (A) e ilustragao em baixa resolugao 
(Bj da subestrutura de contas em um cordao dos nucleossomos na cro¬ 
matina isolada de nucleos em interfase. In vivo, os DNA ligadores prova- 
velmente estao entrelagados com os nucleossomos, formando uma fibra 
condensada de 11 nm. 
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(difragao por raios X e analises semelhantes) de cristais 
do centro do nucleossomo mostraram que o DNA e en- 
rolado como 1,65 volta de uma super-helice ao redor da 
parte externa de um octamero de histonas (Figura 9.18A). 

A subunidade de cromatina completa e composta de 
ceme do nucleossomo, DNA ligador e protemas cro- 
mossomicas nao histonicas associadas, tod os estabiliza- 
dos pela ligagao de uma molecula de histona HI a parte 
externa da estrutura (Figura 9.18B). O tamanho do DNA 
ligador varia de acordo com a especie e com o tipo celu- 
lar. Ha relatos de ligadores curtos, com apenas oito pares 
de nucleotfdios, e longos, com ate 114 pares de nucleo¬ 
tfdios. Os dados sugerem que o nucleossomo completo 
(ao contrario do ceme do nucleossomo) contem duas 
voltas completas de super-helice do DNA (um trecho de 
DNA com 166 pares de nucleotfdios de comprimento) 
na super ffcie do octamero de histonas e a estabilizagao 
dessa estrutura pela ligagao de uma molecula de histona 
HI (Figura 9.18B). 


Cerne do nucleossomo 


Octamero de histonas 
2 H2a + 2 H2b + 2 H3 + 2 H4 


Caudas de 
histona ' 
salientes 



146 s par de nucleotidios 


2 nm 


I s par de nucleotfdios 



11 nm 


Nucleossomo completo 



B 166 pares de nucleotidios 


■ FIGURA 9.18 llustragdes da estrutura total do (A) cerne do nucleos- 
somo e do (B) nucleossomo completo. O cerne do nucleossomo con¬ 
tem 146 pares de nucleotfdios enrolados em 1,65 volta de DNA em 
super-heLice negativa em torno de um octamero de histonas - duas 
moleculas de cada histona: H2a, H2b, H3 e H4.0 nucleossomo com¬ 
pleto tern 166 pares de nucleotidios que formam quase duas voltas 
da super-helice de DNA ao redor do octamero de histona. Acredita-se 
que uma molecula de histona HI estabilize todo o nucleossomo. 


A estrutura do centro do nucleossomo foi determina- 
da com resolugao de 0,28 nm por difragao com raios X. 
O mapa de alta resolugao do cerne do nucleossomo pro- 
duzido mostra a localizagao precisa das oito moleculas de 
histonas e os 146 pares de nucleotfdios da super-helice 
negativa de DNA (Figura 9.19A e B). Alguns segmentos 
terminals das histonas passam sobre e entre as voltas da 
super-helice de DNA, aumentando a estabilidade do nu¬ 
cleossomo. As interagoes entre as varias moleculas de his¬ 
tonas e entre as histonas e o DNA sao mais claras na estru- 
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■ FIGURA 9.19 Estrutura do cerne do nucleossomo com base em es- 
tudos de difragao de raios X com resolugao de 0,28 nm. A composigao 
macromolecular do cerne do nucleossomo e mostrada ao longo do 
eixo da super-helice (A) ou perpendicular a ele (B). (C) llustragao da 
estrutura de meio nucleossomo, que mostra com mais clareza as po- 
sigoes relativas da super-helice de DNA e das histonas. Os filamentos 
complementares de DNA sao mostrados em marram e verde, e as 
histonas H2a, H2b, H3 e H4 sao mostradas em amarelo, vermelho, 
azul e verde, respectivamente. 
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(.lira de metade do cerne do nucleossomo (Figura 9.19C), 
que contem apenas 73 pares de nucleotidios de DNA 
super-helicoidal. Leia Resolva!: Quantos nucleossomos ha 
em um cromossomo X humano? para avaliar sen conhe- 
cimento sob re a estrutura do nucleossomo. 

O componente estrutural basico da cromatina eucario- 
tica e o nucleossomo. Mas as estruturas de todos os nucle¬ 
ossomos sao iguais? Qual e o eventual papel da estrutura 
do nucleossomo na expressao genica e regulagao da ex¬ 
pressao genica? Sabe-se que a estrutura dos nucleossomos 
nas regioes de cromatina com atividade de transcrigao e 
diferente da estrutura dos nucleossomos em resides sem 

o 

atividade de transcrigao. Mas quais sao os detalhes dessa 
relagao entre estrutura e fungao? As caudas de algumas 
moleculas de histona salientam-se do nucleossomo e sao 
acessfveis as enzimas que acrescentam e retiram grupos 
qufmicos como media {-Cl I ,) e acedia. O acrescimo des¬ 
ses grupos pode modificar o nfvel de expressao de genes 
empacotados em nucleossomos que contem as histonas 
modificadas (Capitulo 19). 

As micrografias eletronicas de cromossomos metafasi- 
cos isolados mostram massas de fibras irregulares densa- 

o 

mente espiraladas ou dobradas (Figura 9.20). Essas fibras 
de cromatina tern diametro medio de 30 nm. Quando se 
comparam as estruturas observadas por microscopia opti¬ 
ca e eletronica durante os estagios iniciais da meiose, fica 
claro que a microscopia optica so permite ver as regioes 
em que essas fibras de 30 nm eslao densamente empaco- 
ladas ou condensadas. Na verdade, quando a cromatina 
em interfase e isolada por meio de procedimentos mui- 
to delicados, tambem e constitufda de fibras de 30 nm 
(Figura 9.21 A). Contudo, a estrutura dessas fibras parece 
muito variavel e depende dos procedimentos usados. 
Quando observadas por microscopia crioeletrdnica {mi¬ 
croscopia que usa cromatina congelada rapidamente em 
vez de cromatina fixada), observam-se menos estruturas 
em “zigue-zague” densamente empacotadas nas fibras de 
30 nm (Figura 9.2IB). 

Qual e a subestrutura da fibra de 30 nm observada 
em cromossomos? Os dois modelos mais populares sao 


Resolva! 


Quantos nucleossomos ha em um 
cromossomo X humano? 

Segundo o banco de dados Entrez Genome do National Cen¬ 
ter for Biotechnology Information, o primeiro cromossomo X 
humano sequenciado continha 154.913.754 pares de nucleo- 
tidios. Se o DNA desse cromossomo for organizado em nu¬ 
cleossomos e o DNA ligador medio entre nucleossomos tiver 
50 pares de nucleotidios, quantos nucleossomos existirao nesse 
cromossomo durante a interfase? Quantas moleculas de histo¬ 
na H3 existirao nesse cromossomo X? 

► Leia a resposta doproblema no site 
http://gen-io . grupogen.com.br . 



100 nm 


■ figura 9.20 Micrografia eletronica de um cromossomo metafasico 
humano mostrando a presenga de fibras de cromatina de 30 nm. Os 
dados disponiveis indicam que cada cromatide tern uma fibra grande 
de 30 nm, altamente espiralada ou dobrada. 


o solenoide (Figura 9.21C) e o zigue-zague (Figura 9.21D). 
In vivo, ha clara interagao entre os nucleossomos para 
condensar os nucleossomos de 11 nm em fibras de cro¬ 
matina de 30 nm. Ain da nao se sabe ao certo se a estru¬ 
tura e solenoide, zigue-zague ou ambas, dependendo das 
condigoes. O que e certo e que a estrutura da cromatina 
nao e estatica; a cromatina pode se expandir e contrail 
em resposta a modificagoes qufmicas da histona III e as 
caudas da histona que se salientam dos nucleossomos. 

Os cromossomos metafasicos sao os mais condensados 
dos cromossomos eucarioticos normais. Sem duvida, o 
papel desses cromossomos altamente condensados e or- 
ganizar e empacotar as moleculas de DNA gigantes dos 
cromossomos eucarioticos em estruturas que facilitem 
a segregagao entre os nucleos das celulas-filhas sem que 
haja entrelagamento das moleculas de DNA de diferentes 
cromossomos e consequente quebra durante a separagao 
dos cromossomos na anafase. Conforme observamos na 
segao anterior, a unidade estrutural basica do cromosso¬ 
mo metafasico e a fibra de cromatina de 30 nm. Mas como 
essas fibras de 30 nm condensam-se ainda mais na estrutu¬ 
ra observada na me tafias e? Infelizmente, ate agora nao ha 
resposta clara para essa pergunta. Ha evidencias de que a 
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■ FfCURA 9.2 Micrografia eletronica (A) e micrografias crioeletronicas (B) de fibras de cromatina de 30 nm em cromossomos eucaridticos. 
A estrutura das fibras de cromatina de 30 nm parece variar de acordo com os procedimentos usados para isola-las e fotografa-las. (C) De acor- 
do com urn modelo popular, a fibra de 30 nm e produzida por helicoidizagao da fibra do nucleossomo de 11 nm em uma estrutura solenoide 
com seis nucleossomos por volta. (D) No entanto, quando observada apds criopreservagao (congelamento rapido) sem fixagao, a cromatina 
exige estrutura em zigue-zague cuja densidade - expandida versus contraida - varia com a forga ionica e com as modificagbes quimicas das 
moleculas de histona. 


estrutura total dos cromossomos metafasicos nao depende 
de histonas. Micrografias eletronicas de cromossomos me¬ 
tafasicos isolados cujas histonas foram removidas mostram 
um esqueleto, ou cerne central, circundado por um enor- 
me pool ou halo de DNA (Figura 9.22). Esse esqueleto cro- 
mossomico e constitufdo de protefnas cromossomicas nao 
histonicas. Observe a ausencia de extremidades aparentes 
de moleculas de DNA na micrografia da Figura 9.22; esse 
achado respalda, mais uma vez, o conceito de uma mole- 
cula de DNA gigante por cromossomo. 

Em resumo, sao necessarios pelo menos tres nfveis de 
condensagao para empacotar os 10 3 a lO" 5 pim de DNA em 
um cromossomo eucariotico em uma estrutura metafasi- 
ca com alguns micra de comprimento (Figura 9.23). 

1. O primeiro nrvel de condensagao e o empacotamento 
do DNA em super-helice negadva nos nucleossomos, 
produzindo uma fibra de cromatina interfasica com 
11 nm de diametro. Evidentemente, ha participagao 
de um octamero de moleculas de histona, duas de 
cada: H2a, H2b, H3 e H4. 

2. O segundo nfvel de condensagao e o dobramento ou 
super-helicoidizagao adicional da fibra do nucleosso¬ 
mo de 11 nm, que produz a fibra de cromatina de 30 
nm. A histona HI participa dessa super-helicoidizagao 
da fibra do nucleossomo de 11 nm para produzir a 
fibra de cromatina de 30 nm. 

3. Por fim, as protefnas cromossomicas nao histonicas 
formam um esqueleto que participa da condensagao 


da fibra de cromatina de 30 nm em cromossomos 
metafasicos densamente empacotados. Esse terceiro 
nfvel de condensagao parece incluir a separagao de 
segmentos das moleculas gigantes de DNA presentes 
em cromossomos eucarioticos em domfnios ou algas 
com super-helicoidizagao independente. O mecanismo 
desse terceiro nfvel de condensagao e desconhecido. 

CENTROMEROS E TELOMEROS 

Conforme loi comentado no Capftulo 2, os dois cro¬ 
mossomos homologos (cada um deles contendo duas 
cromatides-irmas) de cada par separam-se em polos 
opostos do fuso meiotico durante a anafase I da meiose. 
Da mesma maneira, durante a anafase II da meiose e a 
anafase unica da mitose, as cromatides-irmas de cada 
cromossomo seguem para polos opostos do fuso e tor- 
nam-se cromossomos das celulas-filhas. Esses movimen- 
tos na anafase dependem da ligagao de microtubulos do 
fuso a regibes especfficas dos cromossomos, os centro- 
meros. Como todos os centromeros tem a mesma fun- 
gao basica, e natural que os centromeros de diferentes 
cromossomos de uma especie contenham componentes 
estruturais semelhantes. 

O centromero de um cromossomo em metafase ge- 
ralmente pode ser reconhecido como uma regiao cons- 
tringida (Figura 9.20). Na verdade, a produgao de dois 
centromeros ativos e uma etapa essencial na transigao da 
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■ FIGURA 922 Micrografia eletronica de um cromossomo metafasico humane do qual as histonas foram removidas. Um enorme pool de DNA 
circunda um "esqueleto" central constituido de protefnas cromossomicas nao histonicas. Observe que o esqueleto tern aproximadamente o 
mesmo formato do cromossomo metafasico antes da retirada das histonas. Observe tambem a ausencia de extremidades das moleculas de 
DNA no halo de DNA que circunda o esqueleto. 


Cromossomo 



■ FIGURA 9.23 llustradao mostrando os diferentes rnveis do empacotamento de DNA nos cromossomos. Primeiro, a molecula de DNA de 2 
nm e condensada em nudeossomos de 11 nm, que sao ainda mais condensados em fibras de cromatina de 30 nm. Em seguida, as fibras de 
30 nm sao segregadas em dominios ou atgas super-helicoidais por meio da ligagao aos esqueietos do cromossomo constitufdos de proteinas 
cromossomicas nao histonicas. 
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metafase para a anafase, e tem de haver urn centromero 
ativo em cada cromossomo da celula-filha para evitar os 
efeitos danosos da nao disjungao. Os fragmentos cromos- 
somicos acentricos geralmente sao perdidos durante as 
divisoes mitotica e meiotica. 

As estruturas dos centromeros em vegetais e animais 
multicelulares variam muito de uma especie para ou- 
tra. A unica caracteristica em comum e a presenga de 
sequencias de DNA especfficas que sao repetidas mui- 
tas vezes, frequentemente em longas series. Outras se¬ 
quencias de DNA sao encontradas muitas vezes inseridas 
nessas series. Cada centromero de cromossomos hu¬ 
manos, por exemplo, contem 5.000 a 15.000 copias de 
uma sequencia com 171 pares de bases denominada se¬ 
quencia satelite alfa (as vezes “alfoide”) (Figura 9.24). As 
sequencias satelites formam bandas “satelites” distintas 
durante a centrifugagao em gradiente de densidade (ver 
Capitulo 10). Huntington Willard e colaboradores mos- 
traram que um segmento de 450.000 pares de bases do 
centromero do cromossomo X humano e suficiente para 
a fungao do centromero. Esse segmento e constituido 
principalmente de sequencias satelites alfa, mas contem 
sitios de ligagao da protema centromerica (CENP) inter- 
postos, denominados boxes CENP-B. Os dois componen- 
tes sao essenciais para a fungao do centromero. 

Ha varias decadas se sabe que os teldmeros (do grego, 
telos e meros, que significam “extremidade” e “parte”, 
respectivamente), ou extremidades dos cromossomos 
eucarioticos, tem propriedades exclusivas. Hermann J. 
Muller, que cunhou o termo teldmem em 1938, mostrou 
que os cromossomos de Drosophila sem extremidades na¬ 
turals — produzidos por quebra dos cromossomos com 
raios X - nao foram transmitidos a prole. Em um estu- 
do classico de cromossomos do milho, Barbara McClin- 
tock mostrou que as novas extremidades dos cromosso¬ 
mos quebrados sao aderentes e tendem a se fundir. Ja 
as extremidades naturais dos cromossomos normais (ha¬ 
te gr os) sao estaveis e nao exibem tendencia de fusao a 



5 pim 


■ FIGURA 9.24 A Localizagao das sequencias de DNA satelites alfa 
(amarelas) nos centromeros de cromossomos hurrtanos (vermelhos). 
Ver Apendice C: Hibridizagao in situ. 


outras extremidades quebradas ou nativas. Os resultados 
de McClintock indicaram que os telomeros tem estrutu¬ 
ras especiais diferentes das extremidades produzidas por 
quebra dos cromossomos. 

Outro motivo para supor que os telomeros tem estru¬ 
turas exclusivas e que os mecanismos conhecidos de re¬ 
plicagao de moleculas lineares de DNA nao possibilitam 
a duplicagao de ambos os filamentos de DNA nas extre¬ 
midades das moleculas (Capitulo 10). Portanto, os telo¬ 
meros tem obrigatoriamente estruturas especfficas que 
iacilitam sua replicagao, ou e preciso que haja alguma 
enzima especial de replicagao que resolva esse enigma. 
Qualquer que seja a estrutura, os telomeros desempe- 
nham no mfnimo tres fungoes importantes. Eles tem de 
(1) impedir que desoxirribonucleases decomponham as 
extremidades das moleculas lineares de DNA, (2) impe¬ 
dir a fusao das extremidades com outras moleculas de 
DNA e (3) facilitar a replicagao das extremidades das mo¬ 
leculas lineares de DNA sem perda de material. 

Os telomeros de cromossomos eucarioticos tem estrutu¬ 
ras exclusivas que incluem sequencias nucleotidicas curtas 
presentes como repetigoes em serie. Embora as sequencias 
variem um pouco em diferentes especies, a unidade de 
repetigao basica tem o padrao 5' T A^ G -3' em qua- 
se todas as especies. Por exemplo, a sequencia repetida 
em seres humanos e outros vertebrados e TTAGGG, ado 
protozoario Tetrahymena thermophila e TTGGGG, e a do 
vegetal Arabidopsis ihaliana e TTTAGGG. Na maioria das 
especies, ha outras sequencias de DNA repetitivas adja- 
centes aos telomeros denominadas sequencias associadas 
a telomeros. 

Em vertebrados, a repetigao TTAGGG e altamente 
conservada; foi identificada em mais de 100 especies, que 
incluem mamiferos, aves, repteis, anfibios e peixes. O 
numero de copias dessa unidade de repetigao basica em 
telomeros varia de uma especie para outra, de um cro¬ 
mossomo para outro na mesma especie, e ate no mesmo 
cromossomo em diferentes tipos celulares. Em celulas so- 
maticas humanas normais (nao cancerosas), os telome¬ 
ros geralmente contem 500 a 3.000 repetigoes TTAGGG 
e encurtam aos poucos com a idade. Ja os telomeros de 
celulas da linhagem germinativa e celulas cancerosas nao 
encurtam com a idade (ver Comprimento do telomero e 
envelhecimento em seres humanos no Capitulo 10). 

Os telomeros de algumas especies nao sao constitui- 
dos de repetigoes curtas em serie do tipo descrito ante- 
riormente. Em D. melanogaster, por exemplo, os telomeros 
sao constituidos de duas sequencias de DNA especializa- 
das capazes de passar de um local para outro no geno- 
ma. Tendo em vista sua mobilidade, essas sequencias sao 
denominadas elementos geneticos transponweis (ver Capitu¬ 
lo 17). 

A maioria dos telomeros termina com uma regiao 
unifilamentar rica em G do filamento de DNA com a ex¬ 
tremidade 3' (denominada projegao 3'). Essas projegoes 
sao curtas (12 a 16 bases) em ciliados como Tetrahymena, 
mas muito longas (50 a 500 bases) em seres humanos. 
As sequencias repetidas ricas em guanina dos telomeros 
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sao capazes de formar estruturas ligadas por hidrogenio 
distintas daquelas produzidas pelo pareamento de bases 
no DNA de Watson e Crick. Os oligonucleotfdios que 
contem sequencias repetidas de telomeros consecutivas 
formam essas estruturas especiais em solugao, mas ainda 
nao se sabe se elas existem in vivo. 

Os telomeros de seres humanos e de algumas outras 
especies formam estruturas denominadas algas t, nas 
quais o filamento unico na terminagao 3' invade uma re- 
petigao telomerica em diregao 5' {upstream) (TTAGGG 
em mamfferos) e faz par com o filamento complementar, 
deslocando o filamento equivalente (Figura 9.25). O DNA 
nessas algas t e protegido pela shelterina, um complexo 
proteico telomero-especffico, que atua contra degrada- 
gao e/ou modificagao por processos de reparo do DNA. 
A shelterina e constitufda de seis protemas diferentes, e 
tres delas se ligam especificamente as sequencias repe¬ 
tidas do telomero. TRF1 e TRF2 ligam-se a sequencias 
repetidas bifilamentares, e POT1 (do ingles, ftotec- 
tion Of Telomeres 1, protegao dos telomeros 1) liga-se 
a sequencias repetidas unifilamentares. As subunidades 
TIN2 e TPP1 fixam POT1 a TRF1 e TRF2 ligadas ao 
DNA, e a protefna Rapl associada a TRF2 ajuda a regular 
o comprimento dos telomeros. Na maioria das celulas a 
shelterina esta presente em quantidade suficiente para 
recobrir todas as sequencias repetidas bifilamentares do 
telomero no complemento cromossomico. 

Ate hoje, identificaram-se algas t nos telomeros de 
vertebrados, do ciliado Oxytricha fallax, do protozoario 


Trypanosoma brucei e do vegetal Pisum sativum (ervilha). 
Assim, e provavel que sejam componentes importantes 
dos telomeros da maioria das especies. 

SEQUENCIAS REPETIDAS DE DNA 

Os centromeros e telomeros apresentados neste capftulo 
contem sequencias de DNA repetidas muitas vezes. Na 
verdade, os cromossomos de eucariotos contem muitas 
sequencias de DNA que sao repetidas no complemento 
cromossomico haploide, as vezes ate um milhao de vezes. 
O DNA que contem essas sequencias repetidas, chamado 
DNA repetitive), e um importante componente (15 a 80%) 
dos genomas eucarioticos. 

A primeira demonstragao do DNA repetitivo foi fei- 
ta por estudos com centrifugagao do DNA eucariotico. 
Quando o DNA de um procarioto, como a E. coli, e isola- 
do, fragmentado e centrifugado em alta velocidade por 
longo perfodo em solugao de cloreto de cesio (CsCl) 6M, 
o DNA forma uma banda unica no tubo de centrifuga- 
gao na posigao em que sua densidade e igual a densidade 
da solugao de CsCl (Capftulo 10). Na E. coli, essa banda 
surge na posigao em que a densidade do CsCl e igual a 
densidade do DNA que contem cerca de 50% de pares de 
bases A:T e 50% de pares de bases G:C. A densidade do 
DNA aumenta com o conteudo de G:C. A ligagao de hi¬ 
drogenio extra existente no par de bases G:C torna mais 
firme a associagao entre as bases e, portanto, resulta em 
densidade maior que a dos pares de bases A:T. A centri- 
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■ FIGURA 92b Modeto de telomero humano estabilizado pela formagao de uma alga t recoberta por shelterina. A terminagao 3' forma uma 
alga t por invasao de uma repetigao telomerica na diregao 5' ( upstream ) e pareamento com o filamento complementar. A shelterina contem 
seis subunidades proteicas, com algumas protemas associadas (nao mostradas). TRF1 eTRF2 sao os fatores 1 e 2 de ligagao as repetigoes te- 
lomericas; eles se ligam especificamente a sequencias repetidas bifilamentares. A proteina POT1 liga-se especificamente a repetigoes TTAGGG 
unifilamentares deslocadas pela terminagao 3' invasora do DNA telomerico.TIN2 eTPPI fixam POT1 a TRF1 eTRF2 ligadas ao DNA, e a protei¬ 
na Rapl associada a TRF2 ajuda a regular o comprimento do telomero. 
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fugagao de DNA de eucariotos ate alcangar condigoes de 
equilibrio nessas solugoes de CsCl geralmente revela a 
presenga de uraa grande banda principal de DNA e uma 
ou varias bandas pequenas. Essas bandas pequenas de 
DNA sao denominadas bandas satelites (do latim, satelles, 
que significa “assistente” ou “subordinado”) e o DNA ne- 
las contido costuma ser designado DNA satelite. Por exem- 
plo, o genoma de Drosophila virilis, um parente distante 
da Drosophila melanogaster, contem tres DNA satelites dis- 
tintos, cada um deles constitufdo de uma sequencia re- 
petida de sete pares de bases. Outros DNA satelites em 
eucariotos tern sequencias repetitivas longas. 

Muito do que sabemos sobre os tipos de sequencias 
repetidas de DNA nos cromossomos de varias especies 
eucarioticas foi resultado de experimentos de renatura¬ 
gao do DNA. Os dois filamentos de uma dupla helice de 
DNA sao unidos por uma grande quantidade de ligagoes 
de hidrogenio relativamente fracas entre bases comple- 
mentares. Quando moleculas de DNA em solugao aquosa 
sao aquecidas a quase 100 D C, essas ligagoes sao quebra- 
das e os filamentos complementares de DNA se separam. 
Esse processo e denominado desnaturagao. Se os filamen¬ 
tos unicos complementares de DNA forem resfriados 
lentamente nas condigoes apropriadas, as sequencias de 
bases complementares se encontrarao e reconstituirao as 
duplas helices com pareamento das bases. Essa reconsti- 
tuigao de duplas helices a partir dos filamentos simples 
complementares de DNA e a renaturagao. 

Se uma sequencia de DNA for repetida muitas vezes, 
a desnaturagao produzira grande quantidade de filamen¬ 
tos simples complementares cuja renaturagao e rapida, 
mais celere que a renaturagao de sequencias presentes 
apenas uma vez no genoma. Na verdade, a velocidade 
de renaturagao do DNA e diretamente proportional ao 
numero de copias (o numero de copias da sequencia no 
genoma) - quanto maior e o numero de copias, mais ra¬ 
pida e a renaturagao e menor e o tempo necessario. Os 
resultados das analises matematicas da velocidade de re¬ 
naturagao das sequencias de DNA em genomas eucario- 
ticos sugeriram fortemente a presenga de diferentes clas¬ 


ses de sequencias repetidas de DNA, ou DNA repetitivo, 
em cromossomos eucarioticos. Os recentes projetos de 
sequenciamento do genoma deram mais informagoes so¬ 
bre os diferentes tipos de sequencias de DNA repetitivo 
em genomas eucarioticos, e projetos em curso de sequen¬ 
ciamento estao fornecendo informagoes sobre a variabi- 
lidade de sequencias em populagoes humanas (ver O 
futuro: O projeto 1.000 genomas). E possivel identificar 
as localizagoes de diferentes sequencias de DNA em cro¬ 
mossomos gragas a procedimentos semelhantes aos expe¬ 
rimentos de renaturagao descritos. Com esse metodo, de¬ 
nominado hibridizagao in situ, filamentos identificados 
de DNA formam duplas helices com DNA desnaturado 
ainda presente nos cromossomos (ver Apendice C: Hibri¬ 
dizagao in situ ). 

As sequencias mais repetidas em genomas eucario¬ 
ticos nao codificam protemas. Na verdade, nao sao se- 
quer transcritas. Outras sequencias menos repetitivas 
codificam protemas, como as protemas ribossomicas e 
as protemas musculares actina e miosina, que sao ne- 
cessarias em grande quantidade e codificadas por varios 
genes. Os genes que especificam RNA ribossomicos tam- 
bem sao genes multicopias porque as celulas necessitam 
de grande quantidade de RNA ribossomico para produ- 
zir os ribossomos necessarios a sintese proteica. 

As sequencias de DNA repetido mais prevalentes sao 
elementos geneticos transpomveis, sequencias de DNA que 
passam de um local para outro em um cromossomo ou 
ate mesmo para outro cromossomo (Capftulo 17), ou se¬ 
quencias inativas derivadas de elementos transpomveis. 
Em D. melanogaster, caracterizaram-se cerca de 90 famflias 
diferentes de elementos transpomveis, que receberam 
nomes interessantes, hobo, pogo e gypsy, sugestivos de sua 
mobilidade. Uma proporgao muito maior — entre 40 e 
50% — do genoma humano contem elementos transpom¬ 
veis ou sequencias derivadas deles. Ate 80% do genoma 
do milho pode consistir em elementos geneticos transpo- 
nfveis ou seus derivados. Esses elementos transpomveis 
repetitivos sao discutidos com mais detalhes nos Capftu- 
los 15 e 17. 


PONTOS ESSENCIAIS 






Cada cromossomo eucariotico contem uma molecula gigante de DNA empacotada em contas 
elipsoides de 11 nm denominadas nucleossomos 

Os cromossomos condensados presentes na mitose e na meiose e os cromossomos interfdsicos 
isolados meticulosamente sao compostos de fibras de cromatina de 30 nm 

Na metafase, as fibras de 30 nm sao segregadas em dominios por esqueletos constituidos de 
protemas cromossomicas nao histonicas 

Os centromeros (regides de fixaQao a, fibra dojuso) e os telomeros (terminagdes) dos cromosso¬ 
mos tern estruturas exclusivas quefacilitam suas flingoes 

Os genomas eucarioticos contem sequencias repetidas de DNA, e algumas sequencias estao 
presentes um milhdo de vezes ou mais. 
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gJFUTURO 

O PROJETO 1.000 CENOMAS 

Q ual e o grau de variagao da sequencia de DNA em pes- 
soas de uma populagao? De populagoes diferentes? Es- 
sas questoes estao sendo abordadas pelo Projeto 1.000 
uenomas, empreendimento iniciado em 2008 por uma associagao 
internacional de cientistas. O objetivo do Projeto e sequenciar no 
mmimo 2.500 genomas de pessoas que representem grupos an- 
cestrais de todo o mundo (Tabela 1). Esse conjunto de sequendas 
do genoma fornecera informagoes detalhadas sobre a diversidade 
genetica humana. Onde encontramos diferengas de sequenda no 
genoma? Com que frequencia? Os genomas do mesmo gmpo an¬ 
cestral estao mais prdximos na sequencia que os genomas de dife¬ 
rentes grupos ancestrais? 

Agora se conhecem as sequendas quase completas dos geno¬ 
mas - cerca de 3 bilhoes de pares de nucleotEdios - de alguns in- 
divfduos, e novas tecnologias aceleraram muito o sequenciamento 

I o jj^J ij^jj I 

O Projeto 1.000 Genomas: distribuigao mundial de genomas 
selecionados 

500 Genomas de origem europeia: 100 genomas de cada um 
destes locais: Utah, EUA; Toscana, Italia; Inglaterra e Escocia; 
Finlandia; Espanha. 

500 Genomas de origem leste-asiatica: 100 genomas de cada 
um destes locais: Pequim, China;Toquio, Japao;sul da China; 
Xishuangbanna, China; Ho Chi Minh,Vietna. 

500 Genomas de origem oeste-africana: 100 genomas de 
cada um destes locais: ibadan, Nigeria; Webuye, Quenia; Gambia 
ocidental; Navrongo, Gana; Blantyre, Malaui. 

500 Genomas de origem americana e afro-americana: 

70 genomas de cada um destes locais: Medellin, Colombia; Lima, 
Peru; Porto Rico; Los Angeles (com ascendencia mexicana); mais 
79 genomas de Barbados; 80 genomas de Jackson, Mississippi 
(com ascendencia africana); e 61 genomas das regioes sudoeste 
dos EUA (com ascendencia africana). 

500 Genomas de origem sul-asiatica: 100 genomas de cada 
um destes locais: Assam, India; Calcuta, India; Hyderabad, India; 
Mumbai, India; Lahore, Paquistao. 



e diminuiram o custo, tornando possivel alcangar os objetivos do 
Projeto 1.000 Genomas. 

ja sabemos um pouco sobre certos tipos de variagao no ge¬ 
noma humano, sobretudo as sequendas de DNA curtas presentes 
como repetigoes consecutivas em cromossomos. O numero de co- 
pias dessas sequendas e muito variavel, o que as torna preciosas 
em casos de identificagao pessoat, isto e, para identificar ou dis- 
tinguir individuos. Discutiremos o uso dessas sequendas variaveis, 
um processo chamado analise do perfil de DNA (antes, impressao 
digital de DNA), em casos juridicos e de paternidade, e na identifi¬ 
cagao de corpos depois de explosoes, colisoes ou outras tragedias, 
no Capitulo 16. 

O Projeto 1.000 Genomas concentra-se em outros tipos de 
variagao genetica, por exemplo, polimorfismos de nucleotidio 
unico (SNP, do ingles, single nucleotide polymorphisms), insergoes 
e delegoes, bem como grandes variagoes estruturais no DNA. O 
Projeto espera identificar a maioria das variantes de sequendas no 
genoma humano que ocorram em frequencia minima de 1%. 

Tres projetos-piloto foram realizados no periodo de 
2008-2009 para avaliar a viabilidade do piano e decidir a melhor 
maneira de alcangar os objetivos gerais. Em 2008, sequenciaram-se 
partes importantes dos genomas de 180 pessoas, e sequen¬ 
ciaram-se quase totalmente os genomas de duas familias de tres 
pessoas (mae, pai e filho). Em 2009, obtiveram-se as sequendas 
de mil regioes ricas em genes de 900 pessoas. Incentivado pelo 
sucesso desse trabalho, o projeto principal iniciou-se em 2009 e 
2010 com a tentativa de sequenciar 2.500 genomas de 22 popula- 
goes diferentes.Todos os dados reunidos no Projeto estao ao dispor 
de qualquer pessoa em um site mantido pelo National Center for 
Biotechnology Information. 

O que podenamos fazer com essas informagoes sobre a se¬ 
quencia do DNA? Um emprego sera o estudo das relagoes gene- 
ticas entre diferentes populagoes humanas para compreender me¬ 
lhor quern somos e de onde viemos. Outro uso sera correlacionar 
variantes especificas de sequendas a alelos que influenciam nossa 
suscetibilidade a doengas - doengas cardiacas, cancer, demencia, 
artrite reumatoide, transtornos do comportamento e muitos ou¬ 
tros tipos de enfermidades. Assim, a longo prazo, o Projeto aumen- 
tara nosso conhecimento da genetica basica da saude humana. 


Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Que diferengas nas estruturas qufmicas do DNA e 
das protefnas toniam possivel que os cientistas mar- 
quem uma ou outra dessas macromoleculas com 
um isotopo radioativo? 

Resposta: O DNA contem fosforo (o isotopo comum e 
31 P), mas nao tern enxofre; o DNA pode ser marca- 
do pela cultura de celulas em meio contendo o iso¬ 
topo radioativo do fosforo ; “P. As protefnas contem 
enxofre (o isotopo comum e : '-S) } mas geralmente 


tem pouco, ou nao tern, fosforo; as protefnas po- 
dem ser marcadas pela cultura de celulas em meio 
contendo o isotopo radioativo do enxofre :l \S. 

2. Se a sequencia de um filamento de uma dupla helice 
for ATCG, qual e a sequencia do outro filamento? 

Resposta; Como os dois filamentos de uma dupla heli¬ 
ce sao complementares - adenina sempre pareada 
com timina e guanina sempre pareada com citosina 
- e possivel deduzir a sequencia do segundo fila- 
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mento a partir da sequencia do primeiro. No caso 
de ATCG, a dupla helice tera a seguinte estrutura: 

ATCG 

TAGC 

3. Como a sequencia do filamento complementar na 
dupla helice do Exercicio 2 deve ser escrita como 
filamento unico de DNA? 

Resposta: Lembre-se de que os dois filamentos de uma 
dupla helice de DNA tem polaridades quimicas 
opostas; um filamento tem polaridade 5' —> 3' e o 
outro, 3' —» 5' quando ambos sao lidos na mesma 
direpao. Ja que a convenpao aceita e escrever as se¬ 
quencias a partir da terminapao 5' a esquerda ate a 
terminapao 3' a direita, o filamento superior da du¬ 
pla helice deve ser escrito 5'-ATCG-3' e o filamento 
complementar, 5'-CGAT-3'. A estrutura da dupla 
helice e escrita: 

5'-ATCG-3' 

3'-TAGC-5' 

4. Gaso se demonstre, por meio de algum ensaio 
como a transformapao em bacterias, que uma 
mistura de DNA e proteinas con tem informapoes 
geneticas, como um pesquisador pode verificar se 
essas informacbes geneticas estao no DNA ou nas 
protein as? 


Resposta: A especificidade biologica das enzimas e um 
instrumento de grande eficacia em muitas inves- 
tigapoes. A enzima desoxirribonuclease (DNase) 
decompbe o DNA em mononucleotfdios, e as pro¬ 
teases decompoem as proteinas em componentes 
menores. Se a mistura de DNA e proteinas for trata- 
da com DNase, a destruipao das informacbes gene¬ 
ticas indica que elas estao armazenadas no DNA. Se 
a mistura for tralada com protease, a perda das in¬ 
formacbes geneticas indica que elas estao no com- 
ponente proteico da mistura. 

5. Como as regioes unifilamen lares de DNA nas extremi- 
dades dos cromossomos humanos sao protegidas con¬ 
tra a decomposipao por nucleases e outras enzimas? 

Resposta: As projepoes 3' unifilamen tares nos telomeros 
de cromossomos humanos invadem as sequencias 
repetidas no telomero (TTAGGG) em direpao 5' 
em relapao a terminapao e formam as alpas t, estm- 
turas semelhantes a lapos (Figura 9.25). As molecu- 
las de DNA nas alpas t sao recobertas por shelterina, 
um complexo proteico especifico para o telomero. 
Uma das proteinas (POT1) no complexo da shelte¬ 
rina liga-se especificamente as sequencias repeLidas 
unifilamentares nos telomeros, protegendo-as con¬ 
tra a decomposipao por nucleases e outras enzimas 
participantes do reparo do DNA lesado. 


Autoavaliapao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. A alga vermelha Polyides rolundus armazena as in- 
formapoes geneticas no DNA bifilamentar. Ao se 
extrair e analisar o DNA das celulas de P. rolundus, 
constatou-se que 32% das bases eram residues de 
guanina. A partir dessas informapoes, e possivel cle- 
terminar a porcentagem de bases nesse DNA cjue 
eram residues de timina? Em caso afirmativo, qual e 
a porcentagem? Gaso nao seja possivel, por que nao? 

Resposta: Os dois filamentos de uma dupla helice de 
DNA sao complementares, a guanina (G) de um fi¬ 
lamento sempre faz par com a citosina (G) no outro 
filamento e, da mesma maneira, a adenina (A) sem¬ 
pre faz par com a timina (T). Portanto, as concen- 
trapbes de G e G sao sempre iguais, assim como as 
concentrapbes de A e T. Se 32% das bases no DNA 
bifilamentar sao residuos G, entao outros 32% sao 
residuos G.Juntas, Ge C constituem 64% das bases 
no DNA de P. rolundus ; assim, 36% das bases sao A 
e T. Uma vez que a concentrapao de A tem de ser 
igual a concentrapao de T, 18% (36% X 1/2) das 
bases sao residuos T. 

2. O virus d>X174 de E. coli armazena suas infor¬ 
macbes aeneticas em DNA unifilamentar. Ao se 

■ J o 


extrair e analisar o DNA das particulas do virus 
d>X174, constatou-se que 21% das bases eram re¬ 
siduos G. A partir dessas informapoes, e possivel 
determinar a porcentagem de bases nesse DNA 
que eram residuos de timina? Em caso afirmativo, 
qual e a porcentagem? Gaso nao seja possivel, por 
que nao? 

Resposta: Nao! As relapoes A = T e G - G so ocorrem em 
moleculas bifilamentares de DNA por causa dos 
filamentos complementares. Como o pareamenlo 
de bases nao ocorre, ou ocorre apenas como pa- 
reamento intrafilamentar limitado em acidos nu- 
cleicos unifilamentares, nao e possivel determinar 
a porcentagem de nenhuma das outras tres bases a 
parlir do conteudo de G do DNA de <PX174. 

3. Se cada cromossomo humano no estagio G liver 
uma unica molecula de DNA, quantas moleculas 
de DNA haveria nos cromossomos do nucleo de 
(a) um ovocito humano, (b) um espermatozoide 
humano, (c) uma celula somadca diploide huma- 
na no estagio G p (d) uma celula somatica diploide 
humana no estagio G.„ (e) um ovocito primario 
humano? 
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Resposta: Uma celula haploide humana normal contem 
23 cromossomos, e uma celula diploide humana 
normal contem 46 cromossomos, ou 23 pares de 
homologos. Se antes da replicacao os cromossomos 
tiverem uma unica molecula de DNA, depois da 
replicacao terao duas moleculas de DNA, uma em 


cada cromatide. Assim, ovocitos e espermatozoides 
humanos normais tern 23 moleculas de DNA cro- 
mossomico; as celulas somaticas diploides tern 46 
e 92 moleculas de DNA cromossomico nos estagios 
G e G 2 , respectivamente; e um ovocito primario 
tern 92 dessas moleculas de DNA. 




I 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 






9.1 (a) Qual e a diferenga entre os experimentos de 
transformagao de Griffith e de Avery e seus colabo- 
radores? (b) Qual foi a contribuigao importante de 
cada um deles? (c) Por que o trabalho de Griffith 
nao indicou que o DNA era o material genetico, 
en quail to os experimentos de Aver)’ e colabor ado¬ 
res comprovaram diretamente que as informagoes 
genetic as estavam no DNA? 

9.2 Prepara-se um exlrato acelular a partir de pneumo¬ 
cocos tipo IIIS. Que efeito o tratamento desse ex- 
Uato com (a) protease, (b) RNase e (c) DNase tera 
sobre sua capacidade subsequente de transformar 
celulas receptoras tipo HR em tipo IIIS? Por que? 

9.3 Como seria possfvel demonstrar que o resultado da 
mistura de pneumococos tipo III destruidos pelo 
calor e tipo II vivos foi a transferencia de material 
genetico do tipo III para o tipo II e nao a restaura- 
gao da viabilidade do tipo III pelo tipo II? 

9.4 Qual e a composigao macromolecular de um virus 
bacteriano ou bacteriofago como o fago T2? 

9.5 (a) Qual era o objetivo do experimento realizado 
por Hershey e Chase? (b) Como foi alcangado o ob¬ 
jetivo? (c) Qual e o significado desse experimento? 

9.6 Como o experimento de reconsdtuigao de Fra- 
enkel-Conrat e colaboradores demonstrou que as 
informagoes geneticas do virus do mosaico do ta- 
baco (TMV) sao armazenadas no RNA, e nao na 
protefna? 

9.7 (a) Que informagoes de base tinham Watson e Cri¬ 
ck para desenvolver um modelo de DNA? (b) Que 
contribuigao eles deram para a construgao do mo¬ 
delo? 

9.8 (a) Por que Watson e Crick escolheram uma dupla 
helice como modelo de estrutura do DNA? (b) Por 
que usaram ligagoes de hidrogenio para unir as ba¬ 
ses no modelo? 

9.9 (a) Se uma partfcula viral tivesse DNA bifilamentar 
com 200.000 pares de bases, quantos nucleotfdios 
haveria? (b) Quantas espirais completas haveria em 


cada filamento? (c) Quantos atomos de fosforo es- 
tariam presentes?(d) Qual seria o comprimento da 
configuragao do DNA no virus? 

9.10 Quais sao as diferengas entre DNA e RNA? 

9.11 Ao se extrair o RNA das partfculas do TMV (virus 
do mosaico do tabaco), constatou-se que continha 
20% de citosina (20% das bases eram citosinas). 
Dada essa informagao, e possfvel prever a porcen- 
tagem de bases adeninas no TMV? Em caso afirma- 
tivo, qual e a porcentagem? Caso nao seja possfvel, 
por que nao? 

9.12 Extraiu-se DNA de celulas de Staphylococcus aferrnm- 
tans para verificar a composigao de bases. Consta¬ 
tou-se que 37% das bases sao citosinas. Dada essa 
informagao, e possfvel prever a porcentagem de 
adeninas? Em caso afirmativo, qual e a porcenta¬ 
gem? Caso nao seja possfvel, por que nao? 

9.13 Se um filamento de DNA na dupla helice de 
Watson e Crick tern uma sequencia de bases 
5'-GTCATGAC-3', qual e a sequencia no filamento 
complementar? 

9.14 Indique se cada uma das afirmaqoes abaixo sobre a 
estrutura do DNA e verdadeira ou falsa. (Cada lelra 
e usada para se referir a concentragao daquela base 
no DNA.) 

(a) A + T = G + C 

(b) A = G; C = T 

(c) A/T - C/G 

(d) T/A = C/G 

(e) A + G = C + T 

(f) (i/C = 1 

(g) A = T em cada filamento. 

(h) A Iigagao de hidrogenio proporciona estabilidade a 
dupla helice em citoplasmas aquosos. 

(i) A Iigagao hidrofobica proporciona estabilidade a du¬ 
pla helice em citoplasmas aquosos. 

(f) Quando separados, os dois filamentos de uma dupla 
helice sao idendcos. 

(k) Uma vez conhecida a sequencia de bases de um fila- 
memo de uma dupla helice de DNA, pode-se deduzir 
a sequencia do outro filamento. 

(l) A estrutura de uma dupla helice de DNA e invariavel. 
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(m) Cada par de nucleotidios contem dois grupos fosfato, 
duas moleculas de desoxirribose e duas bases. 

9.15 Os acidos nucleicos de varios virus foram extrafdos 
e examinados para identificar a composigao de ba¬ 
ses. Dados os resultados a seguir, que hipotese se 
pode formular sobre a natureza fisica dos acidos 
nucleicos desses virus? 

(a) 35% A, 35% T, 15% G e 15% C 

(b) 35% A, 15% T, 25% G e 25% C 

(c) 35% A, 30% U, 30% G e 5% C 

9.16 Aponte as semelhangas e as diferengas entre as es- 
truturas das formas A, B e Z de DNA. 

9.17 A temperatura em que houve desnaturagao de me- 
tade de uma molecula de DNA bifilamentar e de- 
nominada temperatura de fusao, T . Por que T 
depende diretamente do conteudo de GC do DNA? 

9.18 Uma planta de centeio diploide, Secale cereale, tern 
2 n - 14 cromossomos e aproximadamente 1,6 X 
10 10 pb de DNA. Qual e a quantidade de DNA no 
nucleo de uma celula de centeio durante a (a) me¬ 
tafase mitotica, (b) metafase I meiotica, (c) telofase 
mitotica e (d) telofase II meiotica? 

9.19 Os dados disponfveis indicam que todo cromosso- 
mo eucariotico (exceto os cromossomos politeni- 
cos) contem uma unica molecula gigante de DNA. 
Que niveis diferentes de organizagao dessa mole¬ 
cula de DNA sao observados nos cromossomos de 
eucariotos em varios momentos do ciclo celular? 

9.20 Um nucleo diploide de Drosophila melanogaster con¬ 
tem eerca de 3,4 X 10 s pares de nucleotidios. Supo- 
nha (1) que todo o DNA nuclear esteja empacota- 
do em nucleossomos e (2) que o tamanho medio 
de um ligador internucleossomos seja de 60 pares 
de nucleotidios. Quantos nucleossomos haveria em 
um nucleo diploide de D. melanogaster* Quantas 
moleculas de histonas H2a, H2b, H3 e H4 seriam 
necessarias? 

9.21 A relagao entre a T de fusao e o conteudo de GC 

3 ill 

pode ser expressa, de maneira muito simplificada, 
pela formula T m = 69 + 0,41 (% GC). (a) Calcule a 
temperatura de fusao do DNA de E. coli que tern 
aproximadamente 50% de GC. (b) Estime a por- 
centagem de GC do DNA de uma celula renal hu- 
mana em que T - 85°C. 

9.22 Dados experimentais indicam que a maioria das se- 
quencias de DNA altamente repetitivo nos cromos¬ 
somos de eucariotos nao produz RNA nem produ- 
tos proteicos. O que isso indica sobre a fungao do 
DNA altamente repetitivo? 


9.23 Os DNA satelites de Drosophila virilis podem ser iso- 
lados, praticamente sem DNA da banda principal, 
por centrifugagao por gradiente de densidade. Se 
esses DNA satelites forem divididos em fragmentos 
com aproximadamente 40 pares de nucleotidios 
de comprimento e analisados em experimentos de 
desnaturagao-renaturagao, que semelhangas voce 
espera encontrar entre sua cinetica de hibridiza- 
gao e a cinedca de renaturagao observada usando o 
DNA da banda principal fragmentado nas mesmas 
condigoes? Por que? 

9.24 (a) Quais sao as fungoes dos (1) centromeros e (2) 
telomeros? (b) Os telomeros tern alguma caracte- 
ristica estrutural peculiar? (c) Qual e a fungao da 
telomerase? (d) Quando os cromossomos sao que- 
brados por exposigao a radiagao de alta energia, 
como raios X, as extremidades quebradas apresen- 
tam acentuada tendencia a aderirem umas as ou- 
tras e se fundirem. Qual seria a explicagao disso? 

9.25 Qual e o estagio de maior atividade metabolica dos 
cromossomos eucarioticos: profase, metafase, ana- 
fase, telofase ou interfase? 

9.26 Os esqueletos dos cromossomos eucarioticos sao 
constituidos de prote mas cromossomicas histoni- 
cas ou nao histonicas? Como isso foi determinado 
experimentalmen te ? 

9.27 (a) Que classe de pro te inas cromossomicas, histoni¬ 
cas ou nao histonicas, e a mais conservada em dife¬ 
rentes especies eucarioticas? Por que essa diferenga 
seria esperada? (b) Caso se comparem as protemas 
cromossomicas histonicas e nao histonicas de cro- 
matina isoladas de diferentes tecidos ou tipos celu- 
lares de determinado organismo eucariotico, que 
classe de protemas apresentara maior heterogenei- 
dade? Por que nao se espera que as duas classes de 
protemas sejam homogeneas em cromossomos de 
diferentes tecidos ou tipos celulares? 

9.28 (a) Se o genoma humano haploide contem 3 X 
10 9 pares de nucleotidios e a massa molecular me¬ 
dia de um par de nucleotidios e 660, quantas co- 
pias do genoma humano ha, em media, em 1 mg 
de DNA humano? (b) Qual e a massa de uma co- 
pia do genoma humano? (c) Se o genoma haploi¬ 
de da pequena planta Arabidopsis thaliana contem 
7,7 X 10 7 pares de nucleotidios, quantas copias do 
genoma de A. thaliana estao presentes, em media, 
em 1 mg de DNAde A. thaliana ? (d) Qual e a mas¬ 
sa de uma copia do genoma de A. thaliana ? (e) 
Qual e a importancia desse tipo de calculo para os 
geneticistas? 
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Genomica n a Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


Os dados disponrveis indicam que cada cromossomo 
eucariotico contem uma dupla helice gigante de DNA que 
se estende de uma extremidade a outra do cromossomo, 
passando pelo centromero. E claro que essas moleculas 
de DNA sao altamente condensadas em nucleossomos, 
fibras de 30 nm e dobramento ou helicoidizagao de maior 
ordem. As celulas humanas contem 46 cromossomos. 
Qual e o tamanho da molecula de DNA no maior 
cromossomo humano? 

1. Que cromossomo humano contem a maior molecula 
de DNA? Qual e o seu tamanho? Quantos genes ele 
contem? 


2. Que cromossomo humano contem a menor molecula 
de DNA? Quantos pares de bases ele contem? Quantos 
genes? 

3. Que cromossomos humanos contem genes que 
codificam histonas HI? Outros genes de histona? 
Quantos genes de histona tem o genoma humano? 


Dica: No site do NCBI, Map Viewer —* visualizador do 
genoma de Homo sapiens (clique no maior e no menor 
cromossomos mostrados) —» Search (Questao 3). 
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Gemeos monozigoticos | 

Eles sao identicos? 

Desde que Merry e Sherry nasceram, as pessoas confundem as 
duas, e tem sido assim desde a sua infancia e adolescencia, ate a 
vida adulta. Quando estao separadas, muitas vezes Merry e cha- 
mada de Sherry e Sherry e confundida com Merry. Ate mesmo os 
pais tem dificuldade em distingui-las. Merry e Sherry sao gemeas 
monozigoticas (“identicas"); ambas se desenvolveram a partir de 
um unico ovdcito fertilizado. Em um estagio inicial da divagem, o 
embriao dividiu-se em duas massas de celulas, e cada grupo de ce~ 
lulas deu origem a um embriao completo.Ambos os embrioes de- 
senvolveram-se normalmente, e, em 7 de abril de 1955, nasceram 
as duas meninas, uma recebeu o nome Merry e a outra, Sherry. 


As pessoas costumam explicar os fenotipos quase identicos de 
gemeos monozigoticos como Merry e Sherry dizendo que “eles 
tem os mesmos genes". E claro que tsso nao e verdade. Para ser 
preciso, deve-se dizer que gemeos identicos contem replicas dos 
mesmos genes parentais. Mas esse coloquialismo simples sugere 
que a maioria das pessoas realmente acredita que as replicas de 
um gene sao identicas. Se o genoma humano contem cerca de 
20.500 genes, as replicas de todos esses genes sao exatamente 
iguais nos gemeos identicos? 

A vida humana origina-se de uma unica celula, uma esfera dimi- 
nuta com diametro aproximado de 0,1 mm. Essa celula da origem 
a centenas de bilhoes de outras celulas durante o desenvolvimento 
fetal. Um ser humano adulto de tamanho medio tem cerca de 65 
trilhoes (65.000.000.000.000) de celulas. Com algumas exceqoes, 

cada uma dessas celulas contem uma re¬ 
plica de todos os cerca de 20.500 genes. 
Alem disso, as celulas do corpo nao sao 
estaticas; em alguns tecidos, as celulas 
antigas sao continuamente substitufdas 
por novas celulas. Por exemplo, as celulas 
da medula ossea de um individuo sau- 
davel produzem cerca de 2 milhoes de 
hemacias por minuto. Embora nem todas 
as replicas dos genes no corpo humano 
sejam identicas, o processo de duplicaqao 
desses genes e muito preciso. O geno¬ 
ma haptoide humano contem cerca de 
3 X 10 s pares de nucleotidios de DNA, 
que sao todos duplicados a cada divisao 
celular. Neste capitulo, examinaremos o 
mecanismo de replicagao do DNA, des- 
tacando os mecanismos que garantem a 
fidelidade desse processo. 



Quatro duplas de gemeos com suas maes na Iowa State Fair. 
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Caracteristicas basicas da replicagao de DNA in vivo 


A replicagao de DNA e semiconservativa, inicia-se em 
origens unicas e geralmente e bidirecional a partir de 
cada origem de replicagao. 

Em seres humanos, a smtese de um novo filamento de 
DNA ocorre na proporqao aproximada de 3.000 nucleo- 
tidios por minuto. Em bacterias, cerca de 30.000 nucleo- 
tfdios sao acrescentados por minuto a uma cadeia de 
DNA nascente. Sem duvida, e essential que o mecanismo 
celular responsavel pela replicagao de DNA seja muito 
rapido, mas e ainda mais importante que seja muito pre- 
ciso. Na verdade, a fidelidade da replicagao de DNA e 
surpreendente, com uma media de apenas um erro por 
bilhao de nucleotidios incorporados depois da smtese e 
da corregao de erros durante e imediatamente apos a re¬ 
plicagao. Assim, a maioria dos genes de gemeos identicos 
e realmente identica, mas alguns sao modificados por 
erros de replicagao e outros dpos de mutagoes (Capftu- 
lo 13). Ja se conhece a maioria das caracteristicas prin¬ 
cipals do mecanismo que possibilita a replicagao rapida 
e precisa do DNA, embora ainda haja muitos detalhes 
moleculares a esclarecer. 

A smtese de DNA, a exemplo da smtese de RNA (Ga- 
pilulo 11) e protefnas (Capitulo 12), tern tres etapas: (1) 
iniciagao da cadeia, (2) extensao ou alongamento da ca¬ 
deia e (3) finalizagao da cadeia. Neste e nos proximos 
dois capitulos, examinamos os mecanismos das tres eta¬ 
pas na smtese celular dessas importantes macromolecu- 
las. Primeiro, porem, apresentamos algumas caracteristi¬ 
cas principals da replicagao de DNA. 

REPLICAGAO SEMICONSERVATIVA 

Quando Watson e Crick deduziram a estrutura em du- 
pla helice do DNA com seu pareamento de bases com- 
plementares, eles imediatamente reconheceram que 
a especificidade do pareamento de bases poderia ser o 
fundamento de um mecanismo simples de duplicagao do 
DNA. Portanto, 5 semanas depois de seu artigo sobre a 
estrutura em dupla helice do DNA, Watson e Crick pu- 
blicaram um artigo descrevendo um possfvel mecanismo 
de replicagao da dupla helice. Eles propuseram que os 
dois filamentos complementares da dupla helice se de- 
senrolam e se separam, e que cada filamento guia a sm¬ 
tese de um novo filamento complementar (Figura 10.1) . A 
sequencia de bases em cada filamento parental e usada 
como molde, e as restrigoes de pareamento de bases na 
dupla helice determinant a sequencia de bases no fila¬ 
mento recem-sintetizado. A adenina, por exemplo, no fi¬ 
lamento parental sene de molde, gragas a seu poleneial 
de ligagao de liidrogenio, para a incorporagao de timina 
no filamento complementar nascente. Esse mecanismo 
de replicagao do DNA e chamado de replicagao semiconser- 
vativa (porque ha conservagao de metade da molecula pa¬ 
rental) para distingui-lo de outros possfveis mecanismos 


de replicagao (Figura 10.2). Na replicagao conservativa, a 
dupla helice parental seria conservada, e uma nova dupla 
helice seria sintetizada. Na replicagao dispersiva, segmen- 
tos de ambos os filamentos da molecula de DNA parental 
seriam conservados e usados como moldes para a sfntese 


5' 3’ 

J 
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■ FIGURA io 1 Replicagao semiconservativa do DNA. Watson e Crick 
foram os primeiros a propor esse mecanismo de replicagao de DNA 
com base no pareamento de bases complementares entre os dois 
filamentos da dupla helice. Observe que cada filamento parental e 
conservado e serve de molde para a sintese de um novo filamento 
complementar; ou seja, a sequencia de bases em cada novo filamento 
e determinada pelos potenciais de ligagao de hidrogenio das bases no 
filamento parental. 
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Conservativa 



Dispersiva 





Primeira geracao 
de DNA filho 


Segunda geracao 
de DNA-filho 





■ FIGURA 10,2 Os tres possiveis mecanismos de replicagao de DNA: (1) semiconservativo, no qual cada filamento da dupla helice parental 
e conservado e guia a sintese de um novo filamento complementar; (2) conservative, no qual a dupla helice parental e conservada e guia a 
sfntese de uma nova dupla helice; e (3) dispersivo, no qual segmentos de cada filamento parental sao conservados e guiam a sintese de novos 
segmentos de filamentos comptementares que, em seguida, sao unidos para formar os novos filamentos-filhos. 


de segmentos complementares que, depois, seriam uni¬ 
dos para produzir os novos filamentos de DNA. 

Em 1958, Matthew Meselson e Franklin Stahl demons- 
traram que a replicagao do cromossomo de Escherichia 
colie semiconservativa. Mais tarde, em 1962,John Cairns 
demonstrou que o cromossomo de E. coli era um unico 
duplex de DNA. Juntos, os resultados apresentados por 
Cairns e por Meselson e Stahl mostraram que a replica¬ 
gao do DNA em E. coli e semiconservativa. 

Meselson e Stahl cultivaram celulas de E. coli durante 
muitas geragoes em um meio no qual o isotopo leve, nor¬ 
mal, de nitrogenio, 14 N, fora subshtufdo pelo isotopo pesa- 
do, 15 N. As bases purinas e pirimidinas no DNA contem ni¬ 
trogenio. Portanto, o DNA de celulas cultivadas em meio 
contendo l j N tern maior densidade (massa por unidade 
de volume) que o DNA de celulas cultivadas em meio con¬ 
tendo H N. As moleculas de diferentes densidades podem 
ser separadas por centrifugagao de equilibrio por gradiente de den- 
sidade. Usando essa tecnica, Meselson e Stahl conseguiram 
distinguir os tres mecanismos de replicagao de DNA pelo 
acompanhamento das alteragoes na densidade do DNA 
de celulas cultivadas era meio com 15 N e transferidas para 
meio com H N durante periodos variados — denominados 
experimentos de transferencia de densidade. 

A densidade da maioria das moleculas de DNA e quase 
igual a densidade de solugoes concentradas de sais pe- 
sados, como o cloreto de cesio (CsCl). Por exemplo, a 
densidade de CsCl a 6M e de aproximadamente 1,7 g/ 
cm 3 . O DNA de E. coli que contem H N tern densidade 
de 1,710 g/cm 3 . A substituigao de H N por 15 N aumenta 
a densidade do DNA de E. coli para 1,724 g/cm 3 . Quan- 
do uma solugao de CsCl a 6M e centrifugada a veloci- 
dade muito alta durante longos periodos, forma-se um 
gradiente de densidade em equilibrio (Figura 10.3). Se 
presente nesse gradiente, o DNA ocupa uma posigao em 


que a densidade da solugao de CsCl e igual a sua propria 
densidade. Assim, se uma mistura de DNA de E. coli con¬ 
tendo o isotopo pesado de nitrogenio, 15 N, e o DNA de 
E. coli contendo o isotopo de nitrogenio leve normal, H N, 
for submetida a centrifugagao de equilibrio por gradien¬ 
te de densidade, as moleculas de DNA se separarao em 
duas “bandas”, uma constitufda de DNA “pesado” (con¬ 
tendo 15 N) e a outra de DNA “leve” (contendo 14 N). 

Meselson e Stahl retiraram celulas cultivadas em meio 
contendo 15 N durante varias geragoes (e que, portanto, 
continham DNA “pesado”), lavaram-nas para retirar o 
meio contendo 15 N e transleriram-nas para meio conten¬ 
do 14 N. Depois que as celulas l'oram cultivadas na presen- 
ga de M N por periodos variados, o DNA foi extrafdo e 
analisado em gradientes de equilibrio de densidade com 
CsCl. Os resultados de seu experimento (Figura 10.4) sao 
compatfveis apenas com a replicagao semiconservativa, 
excluindo os modelos conservativo e dispersivo de sfn- 
tese de DNA. Todo o DNA isolado das celulas apos uma 
geragao de crescimento em meio contendo H N tinha 
densidade intermediaria entre as densidades do DNA 
“pesado” e do DNA “leve”. Essa densidade intermediaria 
geralmente e denominada densidade “hfbrida”. Depois 
de duas geragoes de cultura em meio contendo M N, me- 
tade do DNA tinha densidade hfbrida e metade era leve. 
Esses resultados sao exatamente os previstos pelo modo 
de replicagao semiconservativa de Watson e Crick (Figu¬ 
ra 10.2). Uma geragao de replicagao semiconservativa de 
uma dupla helice parental contendo lj N em meio con¬ 
tendo apenas 14 N produziria duas novas duplas helices, 
ambas com lo N em um filamento (o filamento “antigo”) 
e 14 N no outro filamento (o “novo” filamento). Essas mo¬ 
leculas teriam densidade hfbrida. 

A replicagao conservativa nao produziria moleculas 
de DNA com densidade hfbrida; depois de uma geragao 
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Prepare de solucao de CsCI a 6M e acrescimo 
de mistura de DNA contendo 14 N e 15 N. 




Centrifugacao a 50.000 rpm durante 48 a 72 h. 



0 equilibrio entre a forca centrifuga e a difusao e estabelecido 


-<-! ore a centrifuga 
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difusao-► 
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9 Perfuracao do tubo da centrifuga para coietar fracbes. 



DNA contendo 14 N 


:V£ ;Vf 



'iijy ^ 


DNA contendo 15 N 


■ figura io.3 Centrifugayao de equilibrio por gradiente de densida- 
de com CsCI. 


microrganismos. Leia Resolva!: Compreenda a replicayao 
semiconservativa do DNA e verifique se entendeu o signi- 
ficado dos resultados de Meselson e Stahl. 

A replicayao semiconservativa de cromossomos euca- 
rioticos foi demonstrada pela primeira vez em 1957 pe- 
los resultados de experimentos realizados por J. 1 lerbert 
Taylor, Philip Woods e Walter Hughes em celulas das ex- 
tremidades das raizes da fava, Vida [aba. Taylor e colabo- 
radores marcaram cromossomos de Vida jaba mediante 
cultivo das extremidades da raiz por oito boras {menos 
de uma gerayao celular) em meio contendo Tl-timidina 
radioativa. Em seguida, as extremidades da raiz foram 
retiradas do meio radioativo, lavadas e transferidas para 
meio nao radioativo contendo o alcaloide colchicina. Sa- 
be-se que a colchicina se liga aos microtubulos e impede 
a formayao de fibras do fuso ativas. Logo, nao ocorre se- 
parayao normal dos cromossomos-filhos na anafase e, as- 
sim, o numero de cromossomos por nucleo e duplicado 
uma vez por ciclo celular na presenya de colchicina. Essa 
duplicayao do numero de cromossomos a cada gerayao ce¬ 
lular tornou possrvel que Taylor e sens colaboradores de- 
terminassem o numero de duplicayoes de DNA ocorridas 
em cada celula depois da incorporayao da timidina radio¬ 
ativa. Na primeira metafase em meio contendo colchicina 
{c-metafase), os nucleos content 12 pares de cromatides 
{ainda tinidas pelos centromeros), Na segunda c-metafase, 
os nucleos content 24 pares, e assim por diante. 

Taylor e colaboradores usaram uma tecnica chamada 
autorradiografia para examinar a distribuiyao de radioati- 
vidade nos cromossomos das celulas na primeira c-me- 
tafase, na segunda c-metafase, e assim por diante. A au¬ 
torradiografia e um metodo para detecyao e localizayao 
de isotopos radioalivos em preparayoes citologicas ou de 
macromoleculas por exposiyao a emulsao fotografica sen- 
sfvel a radiayao de baixa energia. A emulsao content hale- 
tos de prata que produzem diminutos pontos pretos - ge- 
ralmente chamados de graos de prata - quando expost os 
as partfculas carregadas emitidas durante o decaimento 
dos isotopos radioativos. A autorradiografia possibilita a 
um pesquisador preparar uma imagem da localizayao de 
radioadvidade em macromoleculas, celulas ou tecidos, 


Resolva! 


Compreenda a replicacao 
semiconservativa do DNA 


de replicayao conservativa de DNA pesado em meio leve, 
metade do DNA ainda seria pesada e a outra metade, 
leve. Se a replicayao fosse dispersiva, Meselson e Stahl te- 
riam obsen’ado uma passagem do DNA de pesado a leve 
a cada gerayao (i e., “metade pesada’ 1 ou hfbrida depois 
de uma gerayao, “um quarto pesado” depois de duas ge- 
rayoes, e assim por diante). Essas possibilidades sao clara- 
mente incompatfveis com os resultados do experimento 
de Meselson e Stahl. Ent seguida, demonstrou-se que a 
replicayao de DNA era semiconservativa em varios outros 


Uma culture de bacterias e mantida por muitas gerayoes em 
um meio no qual o nitrogenio so esta disponivel na forma de 
seu isotopo pesado iS N. Em seguida, a culture e transferida para 
um meio que contem apenas 14 N por uma gerayao; depois, e 
levada de volta para um meio contendo 15 N por uma ultima 
gerayao. Se o DNA dessas bacterias for isolado e centrifugado 
ate o equilibrio em gradiente de densidade com CsCI, qual sera 
a divisao em bandas do DNA prevista no gradiente? 

► Leia a resposta do problema no site 
http :/lgen-io.grupogen. com. br. 
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As ceiulas de E.coli sao cultivadas em 15 N 
por varias geracoes. 


As ceiulas sao transferidas para meio 
contendo J/| N por uma geracao. 




0 DNA e extraido e analisado 
por centrifugacao em gradiente 
de densidade com CsCI. 

Geracao 0 

f 




0 DNA e extraido 
e analisado. 

Geracao 1 

f 



0 DNA e extraido 
e analisado. 

Geracao 2 

f 



0 DNA e extraido 
e analisado. 

Geracao 3 

f 



■ FiGURA 10.4 Demonstragao por Meselson e Staht da replicagao semiconservativa de DNA em E. coli. A ilustraqao mostra que os resultados 
de seu experimento sao os esperados na replicagao semiconservativa do cromossomo de E. coli. Os resultados obtidos seriam diferentes se a 
replicagao de DNA em E. coli fosse conservativa on dispersiva (Figura 10.2). 


assim como a fotografia torna possfvel obter uma ima- 
gem do que vemos. A diferenga e que o filme usado para 
autorradiografia e sensivel a radioatividade, enquanto o 
filme usado na camera e sensivel a luz visfvel. A autor¬ 
radiografia e muito util no estudo do metabolismo do 
DNA em vista da possibilidade de marcagao especffica do 
DNA por cultura das ceiulas em 3 H-timidina, desoxirribo- 
nucleosfdio de timina que contem um isotopo radioativo 
de hidrogenio (trftio). A timidina e incorporada quase 
exclusivamente ao DNA; nao esta presente em nenhum 
outro componente importante da celula. 

Quando Taylor e colaboradores usaram a autorradio¬ 
grafia para examinar a distribuigao da radioatividade 
nos cromossomos de Vida faba na primeira c-metafase f 
as duas cromatides de cada par eram radioativas (Figu¬ 
ra 10.5A). Na segunda c-metafase, porem, apenas uma das 
cromatides de cada par era radioativa (Figura 10.5B). Esses 
sao exatamente os resultados esperados se a replicagao 
do DNA for semiconservativa, admitindo-se uma mole- 
cula de DNA por cromossomo (Figura 10.5C). Em 1957, 
Taylor e seus colaboradores conclufram que a segregagao 
do DNA cromossomico em Vida faba era semiconservati¬ 


va a cada divisao celular. A conclusao de que a replicagao 
da dupla helice era semiconservativa na fava teve de espe- 
rar dados subsequentes indicatives de que cada cromos¬ 
somo contem uma so molecula de DNA. Experimentos 
analogos foram realizados com varios outros eucariotos, 
e, em todos os casos, os resultados indicam que a replica¬ 
gao e semiconservativa. Teste seu conhecimento sobre a 
replicagao de cromossomos acompanhando o Problema 
resolvido: Previsao dos padrdes de marcagao com H em 
cromossomos. 

ORIGENS UNICAS DE REPLICACAO 

John Cairns estabeleceu a existencia de um local de inf- 
cio ou origem de replicagao no cromossomo circular de E. 
coli, mas nao sugeriu se havia um local especffico de ori¬ 
gem ou se esta ocorria em locals aleatorios em uma popu- 
lagao de cromossomos em replicagao. Os cromossomos 
bacterianos e virais geralmente tern uma origem unica 
por cromossomo, a qua! controla a replicagao de todo o 
cromossomo. Nos grandes cromossomos de eucariotos, 
multiplas origens controlam coletivamente a replicagao 
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Autorradiografias de cromossomos de Vicia faba 
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A. Primeira metafase depois da 
repiicacao em 3 H-timidina. 


B. Segunda metafase depois 
de outra repiicacao em 
iH-timidina. 
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C. interpretacao das autorradiografias mostradas em (A) e (B) 
em termos de repiicacao semiconservativa. 


■ FIGURA 10.5 Comprovagao da replicagao semiconservativa de cromossomos na fava, Vida faba. Os resuttados obtidos porTaytor, Woods e 
Hughes (A, B) sao previstos pela replicagao semiconservativa do DNA (C). 


da molecula gigante de DNA de cada cromossomo. Da¬ 
dos atuais indicam que essas multiplas origens de replica¬ 
gao em cromossomos eucarioticos tambem ocorrem em 
sftios especfficos. Cada origem controla a replicagao de 
uma unidade de DNA chamada replicon; assim, a maioria 
dos cromossomos procarioticos contem um unico repli¬ 
con, ao passo que os cromossomos eucarioticos geral- 
mente contem muitos replicons. 

A origem unica de replicagao, chamada oriC, no cro¬ 
mossomo de E. coli foi caracterizada com bastante deta- 
lhes. oriC tem 245 pares de nucleotfdios de comprimento 
e contem duas sequencias repetidas conservadas diferen- 
tes (Figura 10.6). Ha uma sequencia de 13 pb presente 
como tres repetigoes consecutivas. Essas tres repetigoes 
sao ricas em pares de bases A:T, facilitando a formagao de 
uma regiao localizada de separagao dos filamentos deno- 
minada bolha de replicagao. Lembre-se de que os pares de 
bases A:T sao unidos por apenas duas ligagoes de hidro- 
genio, ao contrario das tres ligagoes existentes nos pares 
de bases G:C (Capitulo 9). Assim, os dois filamentos de 
regioes ricas em A:T do DNA afastam-se com mais faci- 
lidade, isto e, com menor gasto de energia. A formagao 
de uma zona localizada de desnaturagao e uma primei¬ 
ra etapa essencial na replicagao de todos os DNA bifila- 
mentares. Outro componente conservado de oriC e uma 
sequencia com 9 pb repetida quatro vezes e intercalada 
com outras sequencias. Essas quatro sequencias sao locais 
de ligagao de uma proteina que participa da formagao da 
bolha de replicagao. Adiante neste capitulo comentare- 
mos outros detalhes do processo de inicio da sintese de 
DNA nas origens e das proteinas participantes. 

As multiplas origens de replicagao em cromossomos 
eucarioticos tambem parecem ser sequencias de DNA 
especificas. Na levedura Saccharomyces cereuisiae , foram 
identificados e caracterizados segmentos de DNA cro- 


mossomico que permitem a replicagao de um fragmen- 
to de DNA circularizado como unidade independente 
(autonoma), isto e, como unidade autorreplicativa ex- 
tracromossomica. Essas sequencias sao denominadas 
elementos ARS (de Autonomously implicating Sequences, 
sequencias de replicagao autonoma). Ha boa correspon- 
dencia entre sua frequencia no genoma da levedura e o 
numero de origens de replicagao, e demonstrou-se ex- 
perimentalmente a atuagao de algumas delas como ori¬ 
gens. Os elementos ARS tem cerca de 50 pares de bases 
de comprimento e incluem uma sequencia central rica 
em AT com 11 pb, 

ATTTATPuTTTA 

TAAATAPyAAAT 

(em Pu e qualquer uma das duas purinas e Py e qualquer 
uma das duas pirimidinas), e outras copias imperfeitas 
dessa sequencia. A capacidade dos elementos ARS de atu- 
arem como origens de replicagao e extinta por trocas de 
pares de bases nessa sequencia central conservada. 

A maioria das tentativas de caracterizar as origens de 
replicagao em eucariotos multicelulares nao teve exito. 
Apesar dos indfcios de que a replicagao e iniciada em 
sequencias especificas in vivo e da disponibilidade das se¬ 
quencias de genomas inteiros, os componentes de uma 
origem ativa continuaram indefinidos. Aparentemente 
essa incapacidade de identificar origens de replicagao 
tem duas razoes principal. Em primeiro lugar, os en- 
saios funcionais usados em leveduras — a capacidade da 
origem de propiciar a replicagao de um plasmfdio ou 
cromossomo artificial — nao produzem resultados confia- 
veis em outros eucariotos. As sequencias que propiciam 
a replicagao de plasmidios em celulas de mamfferos, por 
exemplo, geralmente levam ao inicio da replicagao em 
sftios aleatorios ou multiplos. A segunda razao e que atu- 
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PROBLEMA RESOLVIDO 


Previsao dos padroes de marcagao com 3 H em cromossomos 

PROBLEMA FATOS E CONCEITOS 



Haplopappus gracilis e uma planta diptoide com dois pares de cro¬ 
mossomos (2/7 = 4). Uma celula dessa planta em estagio G„ nunca 
antes exposta a radioatividade, foi posta em meio de cultura conten- 
do 3 H-timidina. Depois de uma geragao de crescimento nesse meio, 
as duas celulas da prole foram lavadas com meio nao radioativo e 
transferidas para meio contendo 'H-timidina e colchicina. Elas cres- 
ceram nesse meio por mais uma geragao celular e ate a metafase 
de uma segunda divisao celular. Os cromossomos de cada celula fo¬ 
ram dispersos sobre lamina de microscopio, corados, fotografados e 
expostos a emulsao sensivel a radiagao de baixa energia. Uma das 
celulas-filhas apresentou placa metafasica com oito cromossomos, 
todos com duas cromatides-fiihas. Desenhe essa placa metafasica 
mostrando a distribuigao prevista da radioatividade na autorradio- 
grafia. Considere que nao haja crossing over! 


1. Todos os cromossomos no estagio G, (pre-replicaqao) contem 
uma unica dupla helice de DNA. 

2. A replicagao do DNA e semiconservativa. 

3. As cromatides-fiihas continuam unidas a um unico centromero 
na metafase da mitose. 

4. O centromero duplica-se antes da anafase; nesse momento 
cada cromatide torna-se um cromossomo-filho. 

5. A colchicina liga-se as proteinas que formam as fibras do fuso 
responsaveis pela separagao dos cromossomos-fithos para os 
polos do fuso durante a anafase e impede a formagao de fusos 
ativos, Logo, ha duplicagao do numero de cromossomos a cada 
geragao na presenga de colchicina. 


ANALISE E SOLUCAO 

Os quatro cromossomos passam pelos mesmos processos de replicagao. Portanto, so precisamos acompanhar um cromossomo. A primeira 
replicagao na presenga de 3 H-timidina, mas sem colchicina, e mostrada na ilustragao a seguir com filamentos radioativos em vermelho. 


Dupla helice de DNA 
[os dois filamentos 
contem ‘H-timidina) 

Centromero 

Cromossomo 

Celula 



Replicacao 


em Htimidina 




Duas celulas 

Acompanhamento 
de uma celula; as 
duas passam pelos 
mesmos processos. 


A segunda e a terceira repticagoes (em 3 H-timidina) sao mostradas na ilustragao a seguir. 


Cromossomo 


Celula 



Replicacao 

em ‘H-timidina 

mais colchicina 



Outra replicacao 
em ‘H-tirriidina; 

interrompida na 
metafase 



Duplicacao do Os quatro cromossomos de H. gracilis 

numero de cromossomos produzem dois cromossomos metafasicos, 

como mostra a figura acima. 


Na autorradiografia dos cromossomos metafasicos produzidos, a distribuigao da radioatividade (indicada por pontos vermelhos) nos oito 
cromossomos sera a seguinte. 
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GATCTNTTNTTn 


TTATNCANA 




'x^Sequencias 13-mer 
\ consecutivas 



Quatro sitios 
de ligacao 9 mer , 
para proteinas 
de iniciacao,'' 



■ FIGURA 10.6 Estrutura de oriC, a origem unica de replicagao no cro- 
mossomo de E. coli. 


almente ha indfcios consideraveis de que o initio da re¬ 
plicagao requer sequencias de DNA relativamente longas 
— ate van os milhares de pares de bases — em metazoarios, 
dificultando a caracterizagao de suas origens. 


VISUALIZACAO de forquilhas de 

REPLICACAO POR AUTORRADIOCRAFIA 

A estrutura geral dos cromossomos bacterianos em repli¬ 
cagao foi determinada pela primeira vez por John Cairns, 
em 1963, mais uma vez por autorradiografia. Cairns cul- 
tivou celulas de E. coli em meio contendo 3 H-timidina du¬ 
rante perfodos variados, provocou a lise das celulas cuida- 
dosamente para nao romper os cromossomos (moleculas 
de DNA longas sao sensfveis as forgas de cisalhamento) 
e coletou os cromossomos em filtros de membrana. Es¬ 
ses filtros foram afixados a laminas de vidro, recobertos 
com emulsao sensivel a particulas (3 (os eletrons de baixa 
energia emitidos durante o decaimento do trftio) e arma- 
zenados no escuro por um periodo para que houvesse de¬ 
caimento radioativo suficiente. Quando os filmes foram 
revelados, as autorradiografias (Figura 10.7A) mostraram 
que os cromossomos de E. coli sao estruturas circulares 
que existem como intermediaries em forma de 6 durante 
a replicagao. As autorradiografias indicaram ainda que 
o desenrolamento dos dois filamentos parentais comple- 
mentares (necessario para sua separagao) e sua replica¬ 
gao semiconservativa e simultaneo ou esta intimamente 
acoplado. Como e preciso que a dupla helice parental 
rode 360° para desfazer cada giro da helice, e imprescin- 
divel que haja algum tipo de “pivo”. Agora os geneticistas 
sabem que o pivo necessario e uma quebra unifilamentar 
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B. Replicacao bidirecional do cromossomo circuiar de E. coli. 



■ FIGURA 10.7 imagem da replicagao do cromossomo de E. coli por autorradiografia. A. Uma das autorradiografias de Cairn de cromossomo 
em replicagao em formato de 0 de uma celula cultivada por duas geragdes na presenga de 3 H-timidina, com a ilustragao explicativa na parte 
superior esquerda. Os filamentos radioativos de DNA sao apresentados como Linhas solidas e os filamentos nao radioativos, como linhas tra- 
cejadas.As algasAe B conduiram uma segunda replicagao na presenga de 3 H-timidina; a segao C permanece para se replicar pela segunda vez. 
B. A ilustragao mostra como os resultados de Cairns sao explicados pela replicagao bidirecional do cromossomo de E. coli iniciada na origem 
unica de replicagao. 
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transitoria (clivagem de uma ligagao fosfodiester em um 
filamento da dupla helice) produzida pela agao de enzi- 
mas chamadas top oisome rases. 

A replicagao do cromossomo de E. coli e bidirecional a 
partir da origem unica de replicagao. Cada estrutura em 
forma de Ye uma forquilha de replicagao, e as duas forqui- 
Ihas movem-se em dire goes opostas sequencialmente em 
torno do cromossomo circular (Figure 10.7B). 

A replicagao bidirecional do cromossomo circular de 
E. coli que acabamos de comentar ocorre durante a divi- 
sao celular. Nao deve ser confundida com a replicagao 
por circulo rolante, que medeia a transfer encia de cro- 
mossomos das celulas Hfr para celulas F~ (Capitulo 8). 
Alguns cromossomos virais replicam-se pelo mecanismo 
do circulo rolante; veja a segao Replicagao por circulo 
rolante adiante neste capitulo. 

REPLICAGAO BIDIRECIONAL 

A replicagao bidirecional foi demonstrada convincente- 
mente pela primeira vez por experimentos com alguns 
dos pequenos virus bacterianos que infectam a E. coli O 
bacteriofago lambda (fago X) contem uma unica molecula 
linear de DNA com 17,5 |xm de comp rim en to. O cromos¬ 
somo do fago X e um pouco incomum porque tern uma re- 
giao unifilamentar, com 12 nucleotidios de comprimento, 
na extremidade 5' de cada filamento complementar (Figu¬ 
re 10 . 8 ) . Essas extremidades unifilamentares, denominadas 
“coesivas”, sao complementares. Portanto, pode haver pa- 
reamento das bases das extremidades coesivas de um cro¬ 
mossomo lambda para formar uma estrutura circular com 
ligagoes de hidrogenio. Um dos primeiros eventos a ocor- 
rer depois da injegao do cromossomo de um fago lambda 
em uma celula hospedeira e sua conversao em molecula 
circular fechada por ligagao covalente (Figura 10.8). Essa 
conversao da forma circular com ligagoes de hidrogenio 
em forma circular fechada por ligagao covalente e catali- 
sada pela DNA ligase, enzima importante que sela quebras 
unifilamentares em duplas helices de DNA. A DNA ligase 
e necessaria em todos os organismos para replicagao do 
DNA, reparo do DNA e recombinagao entre moleculas de 
DNA. Da mesma maneira que o cromossomo de E. coli ° 
cromossomo lambda replica-se em sua forma circular por 
meio de intermediaries em forma de 0. 

A caracteristica do cromossomo lambda que facilitou 
a demonstragao da replicagao bidirecional e sua diferen- 
ciagao em regioes que contem alta concentragao de ade- 
nina e timina (regioes ricas em AT) e regioes com gran¬ 
de quantidade de guanina e citosina (regioes ricas em 
GC). Em particular, estes tern alguns segmentos com alto 
conteudo de AT (grupos ricos em AT). No fim da decada 
de 1960, Maria Schnos e Ross Inman usaram esses grupos 
ricos em AT como marcadores ffsicos para demonstrar, 
por meio de uma tecnica chamada mapeamento de des- 
naturagao, que a replicagao do cromossomo lambda tern 
origem unica e e bidirecional. 

Quando as moleculas de DNA sao expostas a alta tem- 
peratura (100°C) ou a pH elevado (11,4), as ligagoes de 
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■ FIGURA 10.8 Tres formas de cromossomo do fago lambda. A figura 
mostra as conversoes do cromossomo linear de X, com suas extremi¬ 
dades coesivas complementares, em cromossomo circular de X com 
ligagoes de hidrogenio e, depois, em cromossomo circular de X fecha- 
do por ligagao covalente. A forma linear do cromossomo parece ser 
uma adaptagao para facilitar sua injegao da cabega do fago, atraves da 
pequena abertura na cauda do fago, para a celula hospedeira durante 
a infeegao. Antes da replicagao na celula hospedeira, o cromossomo e 
convertido na forma circular fechada por ligagao covalente. Somente 
as extremidades do cromossomo do fago maduro sao mostradas; a 
Unha vertical denteada indica que a porgao central do cromossomo 
nao e mostrada. O cromossomo lambda tern ao todo 48.502 pares de 
nucleotidios de comprimento. 


hidrogenio e hidrofobicas que unem os filamentos com¬ 
plementares na dupla helice sao quebradas, e os dois fi¬ 
lamentos se separam — um processo chamado desnatu- 
ragao. Como os pares de bases AT sao mantidos unidos 
por apenas duas ligagoes de hidrogenio, em comparagao 
com tres ligagoes de hidrogenio em pares de bases CG, as 
moleculas ricas em AT desnaturam-se com mais f’acilidade 
(em pH ou temperatura menores) que as moleculas ricas 
em GC. Quando cromossomos lambda sao expostos a pH 
fr 11,05 por 10 min em condigoes apropriadas, os grupos 
ricos em AT desnaturam-se e formam bolhas de desnatu- 
ragao, detectaveis por microscopia eletronica, enquanto as 
regioes ricas em GC continuam no estado duplex (Figu¬ 
ra 10.9). Essas bolhas de desnaturagao podem ser usadas 
como marcadores ffsicos esteja o cromossomo lambda na 
forma linear madura, circular ou de intermediarios repli- 
cativos em forma de 0. Ao examinarem as posigoes dos 
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A. Sitios de desnaturacao ricos em AT no cromossomo linear de X. 
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B. Sitios de desnaturacao ricos em AT 

r 

na forma circular do cromossomo X. 



C, Bolhas de desnaturacao ricas em AT em urn cromossomo X em repiicacao em forma de e. 


Interpretacao Origem 



D. ilustracao na forma linear do intermediary repiicativo de X mostrado em (C). 

■ FIGURA 10 9 O uso de sitios de desnaturacao ricos em AT como marcadores ffsicos para comprovar que a replicagao do cromossomo do fago 
X e bidirecional, e nao unidirecional. A figura mostra as posigoes das boihas de desnaturacao ricas em AT das formas linear (A) e circular (B) do 
cromossomo X. A micrografia eletronica (C) mostra as posigoes das bolhas de desnaturagao (identificadas como a-j) e das forquilhas de replicagao 
(circuladas) em um cromossomo X parciatmente replicado.Aestrutura do cromossomo parcialmente replicado em (C) e ilustrada em (D). 


pontos de ramificagao (estruturas em Y) em relagao as po- 
sigoes das bolhas de desnaturagao em um grande numero 
de intermediaries replicativos em forma de 0, Schnos e In¬ 
man mostraram que os dois pontos de ramificagao sao for¬ 
quilhas de replicagao que se movem em diregoes opostas 


ao redor do cromossomo circular. A Figura 10.10 mostra os 
resultados esperados no experimento de Schnos e Inman 
se a replicagao for (A) unidirecional ou (B) bidirecional. 
Os resultados mostraram claramente que a replicagao do 
cromossomo lambda e bidirecional. 


Repiicacao unidirecional 


Repiicacao bidirecional 





A B 

■ FIGURA 10.10 Prindpio do processo de mapeamento da desnaturagao usado por Schnos e Inman para distinguir entre os mecanismos (A) 
unidirecional e (B) bidirecional de replicagao do cromossomo. 
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A replicagao bidirecional a partir de uma origem fixa 
tambem foi demonstrada em van os organismos com cro- 
mossomos que se replicam como estruturas lineares. A 
replicagao do cromossomo do fago T7, outro pequeno 
bacteriofago, comega em um sftio unico perto de uma 
extremidade, fornia uma estrutura em “olho ” (Figu- 
ra 10.11A) e prossegue nas duas diregoes ate que uma for- 
quilha chegue a extremidade mais proxima. A replicagao 
da estrutura em forma de Y (Figura 10.1 IB) continua ate 


que a segunda forquilha chegue a outra extremidade da 
molecula, produzindo dois cromossomos-filhos. 

A replicagao do DNA cromossomico em eucariotos 
tambem e bidirecional nos casos em que foi estudada. 
No entanto, a replicagao bidirecional nao e universal. A 
replicagao do cromossomo do colifago P2, que ocorre 
em uma estrutura em formato de 0, como o cromos¬ 
somo lambda, e unidirecional a partir de uma origem 
unica. 



1 (.im 1 urn 


■ FIGURA 10.11 Micrografias eletronicas de cromossomos do bacteriofago T7 em replicagao. Os cromossomos T7, ao contrario dos cromosso- 
mos de E. colie do fago lambda, replicam-se como estruturas lineares. Sua origem de replicagao esta localizada a 17% da extremidade esquerda 
do cromossomo. O cromossomo em (A) apresenta o formato de "olho" (o) caracterfstico dos estagios iniciais da replicagao. A separagao do 
filamento parental e a sfntese de DNA prosseguem nas duas diregoes a partir da origem. Quando a forquilha que segue para o lado esquerdo 
alcanga a extremidade esquerda do cromossomo, surge uma estrutura em forma de Y, como a mostrada em (B). A replicagao continua com a 
forquilha que segue para a direita ate que sejam produzidos dois cromossomos lineares. No caso de cromossomos muito maiores queT7, como 
os cromossomos eucarioticos, a replicagao ocorre a partir de varias origens, com o surgimento simultaneo de muitos “othos” em crescimento. 
Micrografias originais cedidas por David Dressier, Harvard University. 


PONTOS ESSENCIAIS • A replicagao do DNA ocorre por mecanismo semiconservativo: a, medida que os dois filamentos 

complementares da dupla helice se desen,wlam e se separam, cada filamento serve de molde 
para a sintese de um novo filamento complementar 

* Os potenciais de ligagdo de hidrogenio das bases nos filamentos-molde especificam sequencias 
de bases complementares nos filamentos de DNA nascentes 

• A replicagao inicia-se em origens unicas e geralmente prossegue nas duas diregoes a partir de 
cada origem. 


Replicagao de DNA em procariotos 


A replicagao de DNA e um processo complexo, que exige 
a agao conjunta de um grande numero de protefnas. 

Os resultados dos estudos da replicagao do DNA por 
autorradiografia e microscopia eletronica indicam que 
os dois novos filamentos sintetizados em cada forquilha 
de replicagao estao sendo estendidos na mesma diregao 
geral em nivel macromolecular. Como a sfntese dos fi¬ 
lamentos complementares de uma dupla helice ocorre 
em polaridades opostas, a sfntese esta ocorrendo na ex¬ 
tremidade 5' de um filamento (extensao 3' ^ 5') e na 


extremidade 3' do outro filamento (extensao 5'—> 3'). 
Contudo, as enzimas que catalisam a replicagao do DNA, 
as DNA polimerases (ver Em foco: Sfntese de DNA in vitro), 
tern necessidade absoluta de um grupo 3'-hidroxila livre; 
elas so fazem a sfntese 5' —» 3 ' (Figura 10.12). Esses re¬ 
sultados aparentemente contraditorios criaram um para- 
doxo interessante. Durante muitos anos, os bioqufmicos 
pesquisaram novas polimerases que pudessem catalisar a 
sfntese 3' —* 5', mas nunca encontraram. Em vez disso, 
dados experimentais mostraram que toda a sfntese de 
DNA ocorre na diregao 5' —> 3'. 
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SINTESE DE DNA IN VITRO 

A prendeu-se muito sobre os mecanismos moleculares im- 
plicados nos processos biologicos por meio da tecnica de 
ruptura das celiias, separagao das varias organelas, macro- 
moleculas e outros componentes e, em seguida, reconst it uigao de 
sistemas no tubo de ensaio, batizados de sistemas in vitro, capazes 
de efetuar determ inados processos metabolicos. Esses sistemas 
in vitro podem ser dissecados bioquimicamente com muito mais 
facilidade que sistemas in vivo e, portanto, deram enorme contri- 
buigao para o conhecimento sobre os processos biologicos. Nunca, 
porem, devemos presumir que urn fenomeno demonstrado in vitro 
ocorra in vivo. Essa extrapolagao so deve ser feita quando eviden¬ 
ces independentes de estudos in vivo validam os resultados dos 
estudos in vitro. 

A replicagao de DNA e uma area em que os estudos in vitro 
foram, e continuam a ser, inestimaveis. Grande parte de nosso 
conhecimento sobre o processo de replicagao do DNA foi inicial- 
mente deduzido desses estudos. Em 1957, Arthur Kornberg e seus 
colaboradores foram os primeiros a demonstrar que a sintese de 
DNA poderia ocorrer in vitro. Kornberg recebeu um Premio Nobel 
por esse trabalho apenas 2 anos depois (1959), o que demonstrou 
a importance atribuida por outros cientistas a essa inovagao. Ko- 
mberg e colaboradores isolaram uma enzima de E. coii que catalisa 
a adigao covalente de nucleotidios a cadeias de DNA preexistentes. 
tnicialmente batizada de DNA polimerase ou "enzima de Korn¬ 
berg", essa enzima agora e conhecida como DNA polimerase I por 
causa da descoberta subsequente de varias outras DNA polime- 
rases em E. coli. 

Ao longo de muitos anos, Kornberg e colaboradores realizaram 
extensos estudos in vitro sobre o mecanismo pelo qual essa enzima 
catalisava a sintese de DNA, e muito do que sabemos sobre as 
DNA polimerases e baseado em seus resultados. A DNA polime¬ 
rase I requer os 5'-trifosfatos de cada um dos quatro desoxirribo- 
nucleosfdios - trifosfato de desoxiadenosina (dATP), trifosfato de 
desoxitimidina (dTTP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP) e tri¬ 


fosfato de desoxicitidina (dGTP) - e e ativa apenas na presenga de 
ions Mg 2+ e de DNA preexistente. Esse DNA tern de ser, ao menos, 
em parte bifilamentar e em parte unifilamentar, e tern de confer 
um grupo 3'-hidroxila {3'-0H) livre. A enzima catalisa a adigao de 
nucleotidios ao grupo 3'-OH de filamentos de DNA preexistentes. 
Portanto, catalisa a extensao covalente de cadeias de DNA apenas 
na diregao 5' —» 3 r . 

A DNA polimerase I e um polipeptidio unico com peso mo¬ 
lecular de 103.000 codificada por um gene denominado polA. No 
entanto, a DNA polimerase I nao e a verdadeira “DNA replicase" 
em E. coli. Em 1969, Paula DeLucia e John Cairns relataram a re- 
plicagao do DNA em tinhagem de E. coli que nao tinha a atividade 
polimerase da DNA polimerase em razao de uma mutagao no 
gene polA. Contudo, DeLucia e Cairns tambem descobriram que 
esse mutante polA 1 era extremamente sensivel a luz ultravioleta 
(UV). Agora sabemos que uma importante fungao da DNA poli¬ 
merase I em E. coli e reparar defeitos do DNA, como os induzidos 
por UV (Capitulo 13). Mas, como veremos adiante neste capitulo 
(Iniciagao das cadeias de DNA com iniciadores de RNA); a DNA 
polimerase I tambem tern um papel importante na replicagao do 
cromossomo. 

Hoje, estudos in vitro estao sendo usados para caracterizar as 
DNA polimerases em muitos organismos diferentes. Varias po¬ 
limerases descobertas recentemente, denominadas polimerases 
translesao, porque sao capazes de se replicar transpondo lesoes ou 
defeitos no DNA que bloqueiam a replicagao pela maioria das po¬ 
limerases, estao despertando grande interesse. Em seres humanos e 
outros mamiferos, a DNA polimerase eta (n) tern papel importante 
na replicagao do DNA lesado. Individuos homozigotos para muta- 
goes com perda de fungao no gene POLH {tambem denominado 
gene XPV) que codifica a polimerase j] tern xeroderma pigmentoso 
(XP), um tipo de disturbio hereditario. As pessoas com XP sao ex¬ 
tremamente sensiveis a luz solar; desenvolvem varios canceres de 
pele depois da exposigao a radiagao UV na luz solar (Capitulo 13). 


Sem duvida, o mecanismo de replicagao do DNA e 
mais complexo do que os pesquisadores acreditavam 
originalmente (Figura 10.1). Em vista da exigencia ab- 
soluta de DNA polimerases para um grupo 3 '-Oil livre 
no filamento iniciador (primer), essas enzimas sao inca- 
pazes de iniciar a sintese de um novo filamento. Como 
e iniciada a sintese de um novo filamento de DNA? Ja 
que e obrigatorio o desenrolamento dos dois filamentos 
parentais de DNA, e preciso que liaja um pivo ou um 
eixo de rotagao, principalmente nas moleculas circula¬ 
rs de DNA, como a do cromossomo de E. coli. Por fim, 
como a regiao localizada de separagao dos filamentos 
ou bolha de replicagao surge na origem? Essas e outras 
consideragoes indicam que a replicagao do DNA e mais 
complexa do que acreditavam os cientistas quando Wat¬ 
son e Crick propuseram o mecanismo semi conservative 
de replicagao em 1953. 


SINTESE CONTl'NUA DE UM FILAMENTO 
E SINTESE DESCONTlNUA DO OUTRO 

Como ja foi discuddo, os dois filamentos nascentes sin- 
tetizados em cada forquilha de replicagao estao sendo 
estendidos na mesma diregao no nivel macromolecular. 
Como os filamentos complementares de uma dupla he- 
lice de DNA tern polaridades qufmicas opostas, um fila¬ 
mento e estendido na diregao geral 5' —> 3' e o outro, na 
diregao geral 3' —> 5' (Figura 10.1 3A). Mas as DNA poli¬ 
merases so podem catalisar a sintese na diregao 5' —> 3'. 
Esse paradoxo foi resolvido com a demonstragao de que 
a sintese de um filamento de DNA e contlnua, enquan- 
to a sintese do outro filamento e desconttnua. No nivel 
molecular, a sintese dos filamentos complementares de 
DNA esta ocorrendo em diregoes fisicas opostas (Figu¬ 
ra 10.13B), mas os dois novos filamentos sao estendidos na 




234 Fundamentos de Genetica 



Direcao de 

r 

extensao 
da cadeia 


0 




0 



Timina 


Precursor de dTTP 

■ FIGURA 10.12 Mecanismo de agao das DNA poiimerases: extensao 
covalente de um filamento iniciador de DNA na direcao 5' —> 3'. A 
cadeia existente termina na extremidade 3' com o nudeotfdio de- 
soxiguanilato (5'-fosfato de desoxiguanosina). A ilustragao mostra o 
acrescimo, catalisado por DNA-potimerase, de monofosfato de deso- 
xitimidina (do precursor trifosfato de desoxitimidina, dTTP) a extremi¬ 
dade 3' da cadeia, com liberate de pirofosfato (P 2 0 7 ). 


mesma diregao qufmica 5' —> 3'. A sfntese do filamento 
estendido na diregao geral 5' ^ 3', o filamento contfnuo (li- 
der), e contmua. O filamento estendido na diregao geral 3' 
—* 5', o filamento descontfnuo (at rasa do), cresce pela sfntese 
de fragmentos curtos (sintetizados na diregao 5' —> 3') 
e pela ligagao covalente subsequente desses fragmentos 
curtos. Portanto, a smtese do filamento atrasado ocorre 
por mecanismo descontmuo. 

A primeira evidencia desse mecanismo descontmuo 
de replicagao do DNA surgiu em estudos nos quais in¬ 
termediaries na smtese do DNA foram marcados radio- 
ativamente pela cultura de celulas de E. coli e de celulas 
de E. coli infectadas pelo bacteriofago T4 por perfodos 
muito curtos em meio contendo 3 H-timidina (experi- 
mentos de pulse-labeling [marcagao por pulso]). Os DNA 
marcados foram isolados, desnaturados e caracterizados 
por medida da velocidade de sedimentagao em gradien- 
tes de sacarose durante centrifugagao de alta velocidade. 
Quando as celulas de E. coli foram marcadas durante 5, 
10 ou 30 segundos, por exemplo, grande parte do mar- 
cador foi encontrada em pequenos fragmentos de DNA, 


com 1.000 a 2.000 nucleotfdios de comprimento (Figu- 
ra 10.13C). Esses pequenos fragmentos de DNA foram 
batizados de fragmentos de Okazaki em homenagem 
a Reiji Okazaki e Tuneko Okazaki, os cientistas que os 
descobriram no fim da decada de 1960. Em eucariotos, 
os fragmentos de Okazaki tern apenas 100 a 200 nucleo¬ 
tfdios de comprimento. Quando sao usados perfodos 
maiores de marcagao, encontra-se maior quantidade do 
marcador em grandes moleculas de DNA, provavelmen- 
te do tamanho dos cromossomos de E. coli ou do lago 
T4. Se as celulas forem marcadas com TT-timidina por 
um curto perfodo e transferidas para meio nao radioati- 
vo por um longo perfodo de crescimento (experimentos 
de pulse-chase [pulso e busca]), a timidina marcada estara 
presente em moleculas de DNA do tamanho do cromos- 
somo. Os resultados desses experimentos de pulse-chase 
sao importantes porque indicam que os fragmentos de 
Okazaki sao verdadeiros intermediarios na replicagao de 
DNA, e nao algum tipo de subproduto metabolico. 


FECHAMENTO COVALENTE DE CORTES 
NO DNA POR DNA LICASE 

Se o filamento atrasado de DNA for sintetizado de ma- 
neira descontfnua, conforme descrito na segao anterior, 
sera necessario um mecanismo para unir os fragmentos 
de Okazaki e produzir os grandes filamentos de DNA 
presentes em cromossomos maduros. Esse mecanismo 
e garantido pela enzima DNA Ugase. A DNA ligase catali- 
sa o fechamento covalente de cortes (perda de ligagoes 
fosfodiester; sem perda de bases) nas moleculas de DNA 
usando a energia do dinucleotfdio nicotinamida adeni- 
na (NAD) ou trifosfato de adenosina (ATP). A ligase da 
E. coli usa o NAD como cofator, mas algumas DNA liga- 
ses usam o ATP. A Figura 10.14 mostra a reagao catalisa- 
da por DNA ligase. Primeiro, o AMP do intermediario 
ligase-AMP forma uma ligagao fo sloes ter com o 5 '-fosfato 
no corte e, depois, um ataque nucleofflico pelo grupo 
3'-OH no corte no atomo de iosforo proximal do DNA 
produz uma ligagao fosfodiester entre os nucleotfdios 
adjacentes no sftio do corte. A DNA ligase sozinha nao 
tem atividade em quebras no DNA em que ha perda de 
um ou mais nucleotfdios - denominados falhas {gaps ). 
As falhas so podem ser preenchidas e seladas pela agao 
combinada de uma DNA polimerase e uma DNA ligase. 
A DNA ligase tem papel essential nao so na replicagao 
de DNA, mas tambem no reparo e na recombinagao do 
DNA (Capftulo 13). 

INICIACAO DA REPLICAGAO DO DNA 

A replicagao do cromossomo de E. coli comega em oriC, 
a sequencia unica em que e iniciada a replicagao, com a 
formagao de uma regiao localizada de separagao de fi¬ 
lamentos denominada bolha de replicagao. Essa bolha de 
replicagao e formada pela interagao de proteinas pre-ini- 
ciadoras com oriC (Figura 10.15). A primeira etapa da 
pre-iniciagao parece ser a ligagao de quatro moleculas 
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Tecnicas de resolugao relativamente 
baixa, como a autorradiografia e a 
microscopia eletronica, mostram 
que, em nfvel macromolecular, as 
duas cadeias de DNA nascentes sao 
estendidas na mesma diregao geral 
que cada forquilha de replicagao. 
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Tecnieas bioqufmicas de alta resolugao, como 
pulse-labeling e analise poi gradiente de densidade, 
mostram que a replicagao do filamento atrasado e 
descontfnua - fragmentos curtos sao sintetizados na 
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centrifugagao. Os gradientes usados separam 
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diregao 5'—3' e, em seguida, unidos por DNA ligase. 

■ FICURA 10.13 Evidencias da sfntese descontfnua do filamento atrasado. A. Embora os dois filamentos nascentes de DNA sintetizados em uma 
forquilha de replicagao paregam ser estendidos na mesma diregao (B) r no nfvel molecular, eles estao sendo sintetizados em dlregoes opostas. G 
Os resultados de experimentos de pulse-labeling de Reiji eTuneko Okazaki e colaboradores mostrando que o DNA nascente em £ coli existe em 
fragmentos curtos com 1.000 a 2.000 nudeotidios de comprimento. A seta vermelha mostra a posigao dos "fragmentos de Okazakino gradiente. 
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do produto do gene dnaA — proteina DnaA - as quatro 
repetigoes de 9 pares de bases (pb) em oriC. Em seguida, 
as protemas DnaA ligam-se de maneira cooperativa para 
formar um cerne de 20 a 40 polipeptfdios com DNA de 
oriC enrolado sob re a superiicie do complexo proteico. A 
separagao do filamento comega nas tres repetigoes con- 
secutivas de 13 pb em oriC e propaga-se ate a criagao da 
bolha de replicagao. Um complexo de proteina DnaB {a 
DNA helicase hexamerica) e proteina DnaC (seis mole¬ 
culas) une o complexo de iniciagao e contribui para a 
formagao de duas forquilhas de replicagao bidirecionais. 
A proteina DnaT tambem esta presente no complexo de 
proteina de pre-iniciagao, mas sua fungao e desconheci- 


■ FICURA 10.14 A DNA ligase catalisa o fechamento covalente de 
cortes no DNA. A energia necessaria para formar a ligagao ester e 
fornecida por trifosfato de adenosina (ATP) ou dinudeotfdio de nico- 
tinamida-adenina (NAD), dependendo da especie. 
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■ FIGURA 10.15 Pre-iniciagao da replicagao de DNA em oriC no cro- 
mossomo de £*. coli. 


da. Outras protefnas associadas ao complexo de iniciagao 
em oriC sao a proteina DnaJ, a proteina DnaK, a protei¬ 
na PriA, a proteina PriB, a proteina PriC, a proteina de 
ligagao ao DNA HU, a DNA girase e a proteina de ligagao 
ao DNA unifilamentar (SSB). Em alguns casos, porem, 
nao ha comprovagao de sua participagao funcional no 
processo de pre-iniciagao; em outros casos, sua partici¬ 
pagao e conhecida, mas o papel e ignorado. A proteina 
DnaA parece ser a principal responsavel pela separagao 
localizada dos filamentos em oriC durante o processo de 
iniciagao. 


INICIACAO DE CADEIAS DE DNA COM 
INICIADORES DE RNA 

Todas as DNA polimerases conhecidas tern necessidade 
absoluta de um grupo 3'-OH livre na extremidade do 
filamento de DNA estendido e um filamento-molde de 


DNA apropriado (especificando o filamento nascente 
complementar) para que sejam ativas. Nenhuma DNA 
polimerase conhecida e capaz de iniciar a sintese de um 
novo filamento de DNA. Portanto, e preciso que haja al- 
gum mecanismo especial para iniciar a sfntese de novas 
cadeias de DNA uma vez f ormada a bolha de replicagao. 

Ha muito tempo se sabe que a RNA polimerase, uma 
enzima complexa que catalisa a sintese de moleculas de 
RNA a partir de moldes de DNA, e capaz de iniciar a sfnte- 
se de novas cadeias de RNA em sitios especfficos no DNA. 
Quando isso ocorre, forma-se um hfbrido RNA-DNA no 
qual o RNA nascente esta ligado por hidrogenio ao mol- 
de de DNA. Como as DNA polimerases sao capazes de 
estender cadeias de DNA ou RNA contendo um grupo 
3'-OH livre, os cientistas comegaram a testar a ideia de 
que a sintese de DNA poderia ser iniciada pelo uso de ini- 
ciadores de RNA. Os resultados comprovaram essa ideia. 

Pesquisas subsequentes mostraram que cada nova ca- 
deia de DNA e iniciada por um iniciador de RNA curto sin- 
tetizado por DNA primase (Figura 10.16). A DNA primase de 
E. coli e o produto do gene dnaG. Em procariotos, esses 
iniciadores de RNA tern 10 a 60 nucleotidios de com- 
primento, ao passo que em eucariotos sao mais curtos, 
com apenas cerca de 10 nucleotidios de comprimento. 
Os iniciadores de RNA oferecem os grupos 3 -OH livres 
necessarios para extensao covalente de cadeias polinucle- 
otidicas por DNA polimerases. Em E. coli, a enzima que 
catalisa a replicagao semiconservativa do cromossomo 
e uma polimerase denominada DNA polimerase III (veja a 
segao Multiplas DNA polimerases e revisao). A DNA po¬ 
limerase III catalisa o acrescimo de desoxirribonucleoti- 
dios aos iniciadores de RNA, seja de maneira contmua 
no filamento lider, seja de maneira descontihua pela sin¬ 
tese de fragmentos de Okazaki no filamento atrasado. A 
DNA polimerase III termina um fragmento de Okazaki 
quando colide com o iniciador de RNA do fragmento de 
Okazaki anterior. 

Em seguida, os iniciadores de RNA sao excisados e 
substituidos por cadeias de DNA. Essa etapa e realizada 
pela DNA polimerase I em E. coli. Alem da atividade da 
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■ FIGURA 10 15 A iniciagao de filamentos de DNA com iniciadores de 
RNA. A enzima DNA primase catalisa a sfntese de filamentos de RNA 
curtos (10 a 16 nucleotidios de comprimento) que sao complementa- 
res aos filamentos-molde. 
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■ FIGURA 10.17 As tres atividades da DNA polimerase I em E. coli. As moleculas de DNA sao representadas por esquemas planificados com 
urn filamento complementar em cima e outro embaixo. Os esquemas enfatizam bem a polaridade quimica oposta (5' —* 3' e 3' —> 5') dos 
fiiamentos complementares. Como comentado no texto, as tres atividades - (A) atividade de polimerase 5' —> 3', (B) atividade de exonuclease 
5' —» 3' e (C) atividade de exonuclease 3' —» 5' - sao importantes em celulas de E. coli. 


polimerase 5' —» 3' mostrada na Figura 10.12, a DNA po¬ 
limerase I tern duas atividades de exonuclease: uma ati¬ 
vidade de exonuclease 5' —> 3', que apara os fiiamentos de 
DNA a partir das terminagoes 5', e uma atividade de exo¬ 
nuclease 3' —» 5', que cliva nucleotidios das terminagoes 
3' dos fiiamentos de DNA. Portanto, a DNA polimerase I 
tern tres atividades enzimaticas especfficas (Figura 10.17), 
e as tres sao importantes na replicagao do cromossomo 
de E. coli. 

A atividade de exonuclease 5' —> 3' da DNA polimera¬ 
se I excisa o iniciador de RNA e, ao mesmo tempo, a ati¬ 
vidade de polimerase 5' —> 3 da enzima substitui o RNA 
por uma cadeia de DNA usando o fragmento de Okazaki 
adjacente com seu grupo 3'-OH livre como iniciador. 
Como poderfamos esperar de acordo com esse meca- 
nismo de substituigao do iniciador, mutantes da polA de 
E. coli que nao tern atividade de exonuclease 5' —> 3' da 
DNA polimerase I falham na excisao de iniciadores de 
RNA e na uniao de fragmentos de Okazaki. Depois que 


a DNA polimerase I substituiu o iniciador de RNA por 
uma cadeia de DNA, o grupo 3'-OH de um fragmento de 
Okazaki esta proximo do grupo 5'-fosfato do fragmen¬ 
to de Okazaki precedente. Esse produto e um substrato 
apropriado para a DNA ligase, que catalisa a formagao 
de uma ligagao fosfodiester entre os fragmentos de Oka¬ 
zaki adjacentes. As etapas da smtese e substituigao dos 
iniciadores de RNA durante a replicagao descontfnua do 
filamento atrasado sao ilustradas na Figura 10.18. 

DESENROLAMENTO DE DNA COM 
HELICASES, PROTEINAS DE LIGACAO AO 
DNA ETOPOISOMERASES 

A replicagao semiconservativa requer que os dois fiia¬ 
mentos de uma molecula de DNA parental sejam se- 
parados durante a smtese de novos fiiamentos com¬ 
plementares. Ja que uma dupla helice de DNA contem 
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■ FIGURA 10.18 Sintese e substituigao dos iniciadores de RNA durante a replicagao do filamento atrasado de DNA. Um filamento curto de RNA 
e sintetizado para prover um iniciador de 3'-OH para sintese de DNA (Figura 10.16). Em seguida, o iniciador de RNA e removido e substitui- 
do por DNA pelas atividades duptas de exonudease 5' —» 3' e polimerase 5' —► 3' presentes na DNA polimerase 1. Depois, a DNA ligase une 
por ligagao covalente a cadeia de DNA nascente, catalisando a formagao de ligagoes fosfodiester entre 3'-hidroxilas e 5'-fosfatos adjacentes 
(Figura 10.14). 


dois filamentos que nao podem ser separados sem 
que sejam desenrolados, volta por volta, a replicagao 
do DNA requer um mecanismo de desenrolamento. 
Considerando-se que cada giro, ou volta, tem aproxi- 
madamente 10 pares de nucleotidios de comprimento, 
e preciso que a molecula de DNA seja rodada 360° uma 
vez para cada 10 pares de bases replicados. Em E. coli, o 
DNA e replicado na proporgao aproximada de 30.000 
nucleotidios por minuto. Portanto, e preciso que uma 
molecula de DNA em replicagao gire a 3.000 revolu- 
goes por minuto para facilitar o desenrolamento dos 
filamentos de DNA parental. O processo de desenrola¬ 
mento (Figura 10.19A) conta com a participagao de en- 
zimas denominadas DNA helicases. A principal DNA heli- 


case replicativa em£. coli e o produto do gene dnaB. As 
DNA helicases desenrolam moleculas de DNA usando 
energia derivada do ATP. 

Depois que os filamentos de DNA sao desenrolados 
pela DNA helicase, e preciso mante-los na forma unifila- 
mentar estendida para replicagao. Esse estado e mantido 
por um revestimento de protefna de ligagao ao DNA unifilamen- 
tar (protefna SSB) (Figura 10.19B). A ligagao da protefna 
SSB ao DNA unifilamentar e cooperativa; isto e, a liga¬ 
gao do primeiro monomero de SSB estimula a ligagao 
de outros monomeros em sftios contfnuos na cadeia de 
DNA. Em vista da cooperatividade de ligagao da protefna 
SSB, toda a regiao unifilamentar de DNA e rapidamente 
revestida por protefna SSB. Sem a cobertura de protefna 
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A DNA helicase catalisa o desenrolamento da dupla helice parental. 



DNA helicase ATP ADP 



A proteina de iigacao ao DNA unifitamentar (SSB) mantem os filamentos desenrolados na forma estendida para replicacao. 


DNA polimerase 



Monomeros de SSB 



DNA p re-replic ativo 
unifilamentar recoberto 
por proteina SSB 


B 

■ FIGURA 10.19 A formagao do DNA moide funcional requer (A) DNA helicase, que desenrola a dupla helice parental e (B) proteina de ligagao 
ao DNA unifilamentar (SSB) que mantem estendidos os filamentos de DNA desenrolados. Na ausencia de proteina SSB, o pareamento de bases 
intrafilamentar do DNA pode formar estruturas em grampo (B, topo) que retardam ou interrompem a sintese de DNA. 


SSB, poderia haver renaturagao dos filamentos comple- 
mentares ou formagao de estruturas em grampo intra- 
filamentares por ligagoes de hidrogenio entre segmen- 
tos curtos de sequencias nucleotfdicas complementares 
ou parcialmente complementares. Essas estruturas em 
grampo imped em a atividade das DNA polim erases . Em 
E. coli, a proteina SSB e codificada pelo gene ssb. 

Lembre-se de que o cromossomo de E. coli contem 
uma molecula circular de DNA. Com o DNA de E. coli 
girando a 3.000 revolugoes por minuto para permitir o 
desenrolamento dos filamentos parentais durante a re¬ 
plicagao (Figura 10.20), o que prove o pivo ou eixo de ro¬ 
tagao que impede o entrelagamento (super-helicoidiza- 
gao positiva) do DNA antes da forquilha de replicagao? 
Os eixos de rotagao necessaries durante a replicagao das 
moleculas circulares de DNA sao garantidos por enzimas 
chamadas DNAtopoisomerases. As topoisomerases catalisam 
quebras transitorias das moleculas de DNA, mas usam 
ligagoes covalentes entre si para se fixarem nas molecu¬ 
las clivadas. Ha dois tipos de topoisomerases: (1) enzi¬ 
mas DNA topoisomerase I produzem quebras ou cortes 
unifilamentares temporarios no DNA, e (2) as enzimas 
DNA topoisomerase If produzem quebras bifilamenta¬ 
res transitorias no DNA. Uma importante consequencia 
dessa diferenga e que as atividades da topoisomerase I 
desfazem uma super-helice do DNA de cada vez, ao passo 
que as enzimas topoisomerases II desfazem e criam duas 
super-helices por vez. 


A quebra unifilamentar transitoria produzida pela ati¬ 
vidade da topoisomerase I garante um eixo de rotagao 
que possibilita o giro independente dos segmentos de 
DNA em lados opostos da quebra, e a ligagao fosfodies- 
ter no filamento intacto serve de pivo (Figura 10.21). As 
enzimas topoisomerase I usam a energia de maneira efi- 
ciente. Elas conservam a energia das ligagoes fosfodiester 
clivadas armazenando-as em ligagoes covalentes entre si 
proprias e os grupos fosfatos nos sfdos de clivagem; de- 
pois, reutilizam essa energia para f'echar as quebras. 

As enzimas DNA topoisomerases II induzem quebras 
bifilamentares transitorias e acrescentam super-helices 
negativas ou removem super-helices positivas, duas por 
vez, por um mecanismo que consome energia (ATP). 
Para levar a cabo esse processo, elas cortam os dois fila¬ 
mentos de DNA, fixam-se nas extremidades do sftio de 
clivagem por ligagoes covalentes, passam a dupla helice 
intacta atraves do corte e selam o ponto de quebra (Fi¬ 
gura 10.22). Alem de relaxarem o DNA super-helicoidal e 
introduzirem super-helices negativas no DNA, as enzimas 
topoisomerases II podem separar moleculas circulares de 
DNA entrelagadas. 

A topoisomerase tipo II mais bem caracterizada e uma 
enzima denominada DNA girase em E. coli. A DNA girase e 
um tetramero com duas subunidades a codificadas pelo 
gene gyrA (originalmente, NalA, de acido nalidixico) e 
duas subunidades p especificadas pelo gene gyrB (antes, 
cou, de coumermicina). O acido nalidixico e a coumermi- 
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Para desenrolar os filamentos-molde em E. coli, a heiice de DNA 

a frente da forquilha de replicacao tem de girar a 3.000 rpm. O Uma extremidade da dupla heiice de DNA nao 

gira em relacao a outra extremidade. 




Aqui e necessaria 
a rotacao rapida 
da heiice de DNA 


Molde do 
filamento Ifder 


Molde do 
filamento atrasado 


DNA polimerase 
no filamento Ifder 


5' 

Cadeia de DNA 
recem-sintetizada 


Sem um pivo ou eixo de rotacao, o processo de 
desenroiamento produziria super-helices positivas 
a frente das forquilhas de replicacao. 




Replicacao do DNA 


-v- 

Super-helices 

positivas 


■ FICURA 10.20 E necessario um pivo ou eixo de rotagao durante a 
replicagao de moleculas circulares de DNA como as dos cromossomos 
de E. coli ou do fago A. Durante a replicagao, o DNA a frente de uma 
forquilha de replicagao tem de girar para permitir que os filamentos 
sejam desenrolados pela helicase. B. Na ausencia de um eixo de rota¬ 
gao, o desenrolamento resulta na produgao de super-helices positivas 
no DNA a frente de uma forquilha de replicagao. 
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A DNA topoisomerase I 
une-se por ligacao 
covalente a um fosfato 
de DNA, assim quebrando 
uma ligacao fosfodiester 
em um fiiamento de DNA. 
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■ FIGURA 10.21 A DNA topoisomerase I produz quebras unifilamen- 
tares transitorias do DNA que agem como eixos de rotagao ou pivos 
durante a replicagao do DNA. 


cina sao antibioticos que bloqueiam a replicagao do DNA 
em E. coli mediante inibigao da atividade de DNA girase. 
O acido nalidixico e a coumermicina inibem a smtese de 
DNA por ligagao as subunidades a e 3, respectivamente, 
da DNA girase. Portanto, a atividade da DNA girase e ne¬ 
cessaria para que haja replicagao do DNA em E. coli. 

Lembre-se de que o DNA cromossomico apresenta 
super-helicoidizagao negativa em E. coli (Capitulo 9). 
As super-helices negativas em cromossomos bacterianos 
sao introduzidas pela DNA girase, com energia forneci- 
da pelo ATP. Essa atividade da DNA girase oierece ou¬ 
tra solugao para o problema do desenrolamento. Em vez 
de criar super-helices positivas a frente da forquilha de 
replicagao por desenrolamento dos filamentos comple- 
mentares de DNA relaxado, a replicagao pode produzir 
DNA relaxado a frente da forquilha por desenrolamen¬ 
to do DNA com super-helices negativas. Como a tensao 
super-helicoidal e reduzida durante o desenrolamento 
- isto e, a separagao dos filamentos e energeticamente 
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Molecuia de DNA A DNA girase dobra 

sem super-helices. a molecuia duas vezes 

sobre si mesma. 


it 




Molecuia de DNA com duas 
super-helices negativas. 


o 


A girase cliva os dois 
filamentos, passa a heiice 
intacta atraves da quebra e 
fee ha o ponto de quebra. 


■ FKjURA 10.22 Mecanismo de agao da DNA girase, uma DNAtopoi- 
somerase II de E. coli necessaria para replicagao do DNA. 


favorecida - a super-helicoidizagao negativa atras da lor- 
quilha pode guiar o processo de desenrolamento. Nesse 
caso, esse mecanismo explica bem por que a atividade 
da DNA girase e necessaria para que haja replicagao do 
DNA em bacterias. Por outro lado, a girase pode simples- 
mente desfazer super-helices positivas que se formam a 
frente da forquilha de replicagao. 


MULTIPLAS DNA POLIMERASES 
E REVISAO 

As DNA polime rases sao enzimas processivas que catali- 
sam a extensao covalente nas terminagoes 3' das cadeias 
polinucleotfdicas em crescimento. Todas as polimerases 
necessitam de DNA preexistente com dois componentes 
essenciais, um com fungao iniciadora e o outro com fun¬ 
gao de molde (Figura 10.23). 

1. O DNA iniciador oferece uma terminagao com 3'-OH 
livre a qual sao acrescentados nucleotidios durante a 
smtese de DNA. Nenhuma DNA polimerase inicia a 
smtese de novas cadeias de DNA. Todas as DNA poli¬ 
merases necessitam de um grupo 3 f -hidroxila livre em 
uma cadeia polinucleotfdica preexistente. Elas cata- 
lisam a formagao de uma ponte fosfodiester entre o 
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Iniciador 


3' 
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5' 


■ FIGURA 10.23 Necessidades de molde e iniciador das DNA poli¬ 
merases. A molecuia de DNA e mostrada em esquema planificado, 
como as mostradas na Figura 10.17.Todas as DNA polimerases neces¬ 
sitam de um filamento iniciador (mostrado a direita) com um grupo 
3'-hidroxila livre. O filamento iniciador e estendido por ligagao cova¬ 
lente com acrescimo de nucleotidios {como dTMP, derivado do pre¬ 
cursor DTTP mostrado). Alem disso, as DNA polimerases necessitam 
de um fitamento-molde (a esquerda), que determina a sequencia de 
bases do filamento sintetizado. O novo filamento sera complementar 
ao filamento-molde. 


grupo 3'-OH na extremidade da cadeia de DNA ini¬ 
ciadora e o 5 '-fosfato do desoxirribonucleotfdio rece- 
bido. 

2. O DNA molde tem a sequencia nucleotfdica que espe- 
cifica a sequencia complementar da cadeia de DNA 
em crescimento. As DNA polimerases necessitam de 
um molde de DNA cuja sequencia de bases determina, 
pelo seu potencial de pareamento de bases, a smtese 
de uma sequencia de bases complementares no novo 
filamento. A reagao catalisada por DNA polimerases 
e um ataque nucleofilico pelo grupo 3-OH na ter¬ 
minagao do filamento iniciador no atomo de fosforo 
nucleotidil ou interno do precursor do trifosfato de 
nucleosidio com a eliminagao de pirofosfato. Esse 
mecanismo de reagao explica a necessidade absoluta 
das DNA polimerases de um grupo 3 '-OH livre no fila¬ 
mento do DNA iniciador que e estendido por ligagao 
covalente e determina que a diregao da smtese e sempre 
5' —» 3' (Figura 10.12). 

A E. coli contem no mmimo cinco DNA polimerases: 
DNA polimerase I, DNA polimerase II, DNA polimerase 
III, DNA polimerase IV e DNA polimerase V. As DNA po¬ 
limerases I e II sao enzimas de reparo do DNA. Ao con- 
trario das DNA polimerases I e II, a DNA polimerase III 
e uma enzima complexa constitmda de muitas subuni- 
dades diferentes. Do mesmo modo que a DNA polime¬ 
rase I, a DNA polimerase III tem atividade de polimerase 
5' —* 3' e atividade de exonuclease 3' —> 5'; no entanto, 
tem uma exonuclease 5' —» 3' ativa apenas no DNA unifi- 
1 amen tar. As DNA polimerases IV e V caracterizadas mais 
recentemente, com a polimerase II, tem papeis impor- 
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tantes na replicagao do DNA lesado, e a polimerase usada 
depende do tipo de lesao (Capitulo 13). 

Os organismos eucarioticos codificam ainda mais po- 
limerases — e ate hoje ja foram identificadas pelo menos 
15 DNA polimerases diferentes. As DNA polimerases 
eucarioticas foram denominadas a, 3, y, 5, e, k, £, t), 0, 
k, X, p,, cr, cf> e Revl. Duas ou mais DNA polimerases (a, 5 
e/ou e) atuam em conjunto para levar a cabo a replica¬ 
gao semiconservativa do DNA nuclear. A DNA polime¬ 
rase y e responsavel pela replicagao do DNA em mito- 
condrias, e as DNA polimerases 3, e, k, £, t], 0, k, X, p, tr, 
<J> e Revl sao enzimas de reparo do DNA ou tern outras 
fungoes metabolicas. Algumas DNA polimerases eucario¬ 
ticas nao tem a atividade de exonuclease 3' —> 5' presente 
na maioria das DNA polimerases procarioticas. 

Todas as DNA polimerases estudadas ate hoje, proca¬ 
rioticas e eucarioticas, catalisam a mesma reagao basica: 
um ataque nucleofilico do grupo 3'-OH livre da termina¬ 
gao do filamento iniciador ao atomo de fosforo nucleoti- 
dil do trifosfato de nucleosidio precursor. Portanto, todas 
as DNA polimerases necessitam de um grupo 3'-hidroxila 
livre em um filamento iniciador preexistente. Nenhuma 
dessas DNA polimerases inicia a formagao de novas ca- 
deias de DNA de novo, e toda a sintese de DNA ocorre na 
diregao 5' —*■ 3 f . 

As principals DNA polimerases replicativas sao extra- 
ordinariamente precisas, com uma frequencia inicial de 
incorporagao de nucleotidios errados de 10" 5 a 10 -6 . (Al¬ 
gumas polimerases de reparo sao propensas a erro - ver 
Capitulo 13.) Estudos da estrutura cristalina do comple- 
xo formado por uma DNA polimerase monomerica, um 
precursor do trifosfato de nucleosidio e um DNA mol- 
de-iniciador contribmram para a compreensao da alta 
fidelidade da sintese de DNA. Nesses estudos, publicados 
em 1998, Sylvie Doublie e colaboradores identificaram 
a estrutura da polimerase do fago T7, que e semelhante 
a DNA polimerase de E. coli, com resolugao de 0,22 nm. 
Os resultados mostram que a polimerase tem o formato 
de uma pequena mao, na qual o trif osfato de nucleosidio 
recebido, o molde e a terminagao do iniciador estao to- 
dos firm erne nte apreendidos entre o polegar, os outros 
dedos e apalma (Figura 10.24). A enzima justapoe o trifos¬ 
fato de nucleosidio recebido a terminagao do filamento 
iniciador, em posigao para formar ligagoes de hidrogenio 
com a primeira base sem par no filamento-molde. Por¬ 
tanto, a estrutura desse complexo de polimerase e uma 
explicagao simples para a selegao, guiada pelo molde, 
dos nucleotidios recebidos durante a sintese de DNA. 

A DNA polimerase III, a “replicase” em E. coli, e uma 
enzima multimerica (enzima que tem muitas subuni- 
dades) com massa molecular aproximada de 900.000 dal- 
tons em sua forma completa ou holoenzima. O cerne 
minimo que tem atividade catalitica in vitro tem tres 
subunidades: a (produto do gene dnaE), e (produto de 
dnaQ) e 0 (produto de bolE) . O acrescimo da subunidade 
t (produto de dnaX) provoca dimerizagao do cerne ca- 
talitico e aumento da atividade. O cerne catalitico sinte- 
tiza filamentos de DNA bastante curtos em vista de sua 




■ FIGURA 10.24 Esquema (A) e modelo espacial (B) da estrutura do 
complexo entre a DNA polimerase do fagoT7 ( o DNA molde-iniciador 
e uma molecula precursora de trifosfato de nucleosidio (ddGTP). O 
filamento-molde, o filamento iniciador e o trifosfato de nucleosidio 
sao mostrados em amarelo, magenta e ciano, respectivamente. Os 
componentes proteicos sao mostrados em roxo, verde, laranja e cinza. 
Observe a justaposigao entre o trifosfato de nucleosidio, a terminagao 
do iniciador e o filamento-molde em (B). 


tendencia a diminuir o molde de DNA. Para sintetizar as 
moleculas de DNA longas presentes nos cromossomos, e 
preciso eliminar essa frequente dissociagao da polimera¬ 
se do molde. A subunidade 3 (produto do gene dnaN) da 
DNA polimerase III forma uma pinga dimerica que impe- 
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de a polimerase de diminuir o DNAmolde (Figura 10.25). 
O dlmero 3 forma um anel que circunda a molecula de 
DNA em replicagao e possibilita que a DNA polimerase 
III deslize ao longo do DNA enquanto permanece pre- 
sa a ele. A holoenzima DNA polimerase III, responsavel 
pela slntese de ambos os filamentos de DNA nascentes 
em uma forquilha de replicagao, eontem no minim o 
20 polipeptldios. A complexidade estrutural da holoenzi¬ 
ma DNA polimerase III e ilustrada na Figura 10.26; o dese- 
nho mostra 16 dos polipeptldios mais bem caracterizados 
codificados por sete genes diferentes. 

Conforme ja comentamos, a fidelidade da duplicagao 
do DNA e incrlvel — com apenas um erro em cada bilhao 
de pares de bases logo apos a slntese. Essa alta fidelidade 
e necessaria para manter a carga de mutagao em nlvel 
toleravel, principalmente em grandes genomas como os 
de mamlferos, que eontem 3 X 10 9 pares de nucleotidios. 
Sem a alta fidelidade da replicagao de DNA, o fenotipo 
dos gemeos monozigoticos comentados no inlcio deste 
capitulo seria menos semelhante. Na verdade, quando 
se levam em conta as estruturas dinamicas dos quatro 
nucleotidios no DNA, a fidelidade observada da replica- 




Dimero da subunidade p forma um anel 
deslizante ao redor da molecula de DNA. 


B 

■ FIGURA 10,25 O modelo espacial (A) e o desen ho (B) mostram 
como duas subunidades 3 (verde-clara e verde-escura) da DNA poli¬ 
merase III prendem a enzima a molecula de DNA (azul). 
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■ FIGURA 10.26 Estrutura da holoenzima DNA polimerase III de E. 
coli. Os numeros indicam as massas das subunidades em daltons. 


gao de DNA e muito maior que a esperada. As alteragoes 
termodinamicas em nucleotidios que possibilitam a for- 
magao de outros pares de bases ligados por hidrogenio 
alem de A:T e G:C preveem taxas de erro de lO - ’ a 10 -4 , 
ou um erro por 10.000 a 100.000 nucleotidios incorpo- 
rados. A taxa de erro prevista de 10.000 vezes a taxa de 
erro observada suscita a duvida sobre o mecanismo para 
alcangar essa alta fidelidade de replicagao do DNA. 

Os organismos vivos desenvolveram um mecanismo de 
re visa o durante a slntese da cadeia de DNA nascente para 
resolver o possfvel problema da fidelidade insuficien- 
te durante a replicagao do DNA. O processo de revisao 
inclui a varredura das terminagoes das cadeias de DNA 
nascente a procura de erros e sua corregao. Esse processo 
e realizado pelas atividades de exonuclease 3' —* 5' das 
DNA polimerases (Figura 10.27). Quando um DNA mol- 
de-iniciador tern um erro de pareamento terminal (nao 
pareamento ou pareamento errado de uma base ou uma 
sequencia de bases na extremidade 3' do iniciador), a ati- 
vidade de exonuclease 3' 5' da DNA polimerase corta 

as bases nao pareadas (Figura 10.27). Quando e produ- 
zida uma terminagao com pareamento de bases correto, 
a atividade de polimerase 5' —* 3' da enzima reinicia a 
slntese por acrescimo de nucleotidios a extremidade 3' 
do filamento iniciador. 

Enzimas monomericas, como a DNA polimerase I de 
E. coli, tern atividade de exonuclease 3' —* 5' intrlnseca. 
Em enzimas multimericas, a atividade de exonuclease de 
revisao 3' —* 5' geralmente esta presente em uma subuni¬ 
dade separada. No caso da DNA polimerase III de E. coli, 
essa fungao de revisao e realizada pela subunidade e. A 
DNA polimerase IV de E. coli nao tern atividade de exo¬ 
nuclease. Em eucariotos, as DNA polimerases y, 8 e e tern 
atividades de exonuclease de revisao 3' —* 5', mas as poli¬ 
merases a e 3 nao tern essa atividade. 

Sem revisao durante a replicagao de DNA, as aparen- 
cias de Merry e Sherry, as gemeas apresentadas no imcio 
deste capitulo, seriam menos semelhantes. Sem revisao, 
as alteragoes teriam se acumulado em seus genes durante 
os bilhoes de divisoes celulares ocorridos desde que eram 
pequenos embrioes ate se tornarem adultas. Na verdade, 
a identidade dos genotipos de gemeos identicos depende 
tanto da revisao do DNA durante a replicagao quanto da 
atividade de um arsenal de enzimas de reparo do DNA 
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■ FIGURA 10,27 Revisao pela atividade de exonudease 3' —+ 5' das DNA poiimerases durante a replicagao do DNA. Assim como na Figu¬ 
re 10.17, as moleculas de DNA sao apresentadas em esquema. Ao encontrar um molde e um iniciador com erro de pareamento na terminagao 
3' do iniciador (A), a DNA polimerase nao catalisa a extensao covalente (polimerizagao). Em vez disso, a atividade de exonudease 3' —*■ 5', 
fungao intrfnseca de muitas DNA poiimerases, diva o nudeotfdio terminal errado (B). Entao, quando o par de bases na terminagao do iniciador 
esta correto, a DNA polimerase catalisa a extensao covalente 5' 3' do filamento iniciador (C). 


(Capitulo 13). Essas enzimas fazem a varredura 
contfnua do DNA a procura de varios tipos de 
danos e executam o reparo antes que as transfor- 
magoes causem alteragoes geneticas hereditarias. 


O PRIMOSSOMO E O REPLISSOMO 

A iniciagao dos fragmentos de Okazaki no fila¬ 
mento atrasado e execntada pelo primossomo, com- 
plexo proteico que contem DNA primase e DNA 
helicase. O primossomo move-se ao longo da mo- 
lecula de DNA, alimentado pela energia do ATP. 
A medida que avanga, a DNA helicase desenrola 
a dupla helice parental, e a DNA primase sinteti- 
za os iniciadores de RNA necessarios para iniciar 
sucessivos fragmentos de Okazaki. Os iniciadores 
de RNA sao estendidos por ligagao covalente com 
o acrescimo de desoxirribonucleotfdios pela DNA 
polimerase III. As DNA topoisomerases produzem 
quebras transitorias no DNA que servem como 
pivos para o desenrolamento do DNA e mantem 
o DNA desentrelagado. A protema de ligagao ao 
DNA unifilamentar re cob re o DNA pre-replica- 
tivo desenrolado e o mantem estendido para a 
DNA polimerase III. Os iniciadores de RNA sao 
substituidos por DNA pela DNA polimerase I, e os 
cortes unifilamen tares deixados pela polimerase I 
sao fechados pela DNA ligase. Essa sequencia de 
eventos que ocorre em cada forquilha de repli- 
cagao durante a replicagao semiconservativa do 
cromossomo de E. coli e ilustrada na Figura 10.28. 

A medida que uma forquilha de replicagao se 
move ao longo de uma dupla helice parental, dois 
filamentos de DNA (o filamento contfnuo e o fi¬ 
lamento descontinuo) sao rep Head os na serie al- 
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■ fk. jra 10.28 Diagrama de uma forquilha de replicagao em E. coii mostran- 
do os principals componentes do aparelho de replicagao. rNMP = monofosfa- 
tos de ribonucleosfdio. 
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tamente coordenada de reagoes ja descritas. O aparelho 
de replicagao completo que se move ao longo da molecu- 
la de DNA em uma forquilha de replicagao e o replissomo 
(Figura 10.29). O replissomo contem a holoenzima DNA 
polimerase III; um centro catalitico replica o filamento 
continuo, o segundo centro catalitico replica o filamento 
descontinuo, e o primossomo desenrola a molecula de 
DNA parental e sintetiza os iniciadores de RNA necessarios 
para a sintese descontinua do filamento atrasado. Para que 
os dois centros cataliticos da holoenzima polimerase III sin- 
tetizem tan to o filamento Ifder quanto o filamento atrasado 
nascentes, acredita-se que o filamento atrasado forme uma 
alga que se estende do primossomo ate o segundo centro 
catalitico da DNA polimerase III (Figura 10.29). 

Em E. coli, o termino da replicagao ocorre em sftios 
variaveis nas regioes denominadas terA e terB, que blo- 
queiam o avango da forquilha de replicagao nos sentidos 
anti-horario e horario, respectivamente. Entao, as DNA 
topoisomerases ou enzimas de recombinagao especial 
facilitam a separagao das moleculas nascentes de DNA. 
O DNA e condensado no nucleoid e, ou genoma dobra- 
do, de E. coli, em parte pela super-helicoidizagao negativa 
produzida por DNA girase. 

No infcio deste capitulo, comentamos a extraordina- 
ria fidelidade da replicagao de DNA. Agora que examina- 
mos o mecanismo celular responsive 1 pela replicagao de 
DNA em organismos vivos, essa fidelidade nao parece tao 
surpreendente. Um aparelho muito sofisticado, com pro- 
tegoes intrfnsecas contra disfungoes, se desenvolveu para 
garantir que as informagoes geneticas de E. coli sejam 
transmitidas com precisao de uma geragao para outra. 

REPLICACAO POR CIRCULO ROLANTE 

Nas segoes anteriores deste capftulo, nos abordamos a re¬ 
plicagao do DNA em formato de 0, de olho e de Y. Agora 
examinaremos outro tipo importante de replicagao do 


DNA denominado replicagao por circulo rolante. A replicagao 
por circulo rolante e usada (1) por muitos virus para du- 
plicar o genoma, (2) em bacterias para transferir DNA de 
celulas doadoras para celulas receptoras durante um tipo 
de troca genetica (Capftulo 8) e (3) em anfibios para am- 
plificar DNA extracromossomicos com aglomerados de 
genes de RNA ribossomico durante a ovocitogenese. 

Como indica o nome, a replicagao por circulo rolante 
e um mecanismo de replicagao de moleculas circulares 
de DNA. O aspecto peculiar da replicagao por circulo 
rolante e que um filamento de DNA circular parental 
permanece intacto e rola (daf o nome circulo rolante) 
ou gira, servindo como molde para a sintese de um novo 
filamento complementer (Figura 10.30). A replicagao e 
iniciada quando uma endonuclease especffica de uma 
sequencia cliva um filamento na origem, produzindo ter- 
minagoes B'-OH e 5'-fosfato. A terminagao 5' e desloca- 
da do circulo enquanto o filamento-molde intacto gira 
em torno de seu eixo. Ha extensao covalente no grupo 
3'-OH do filamento clivado. Ja que o DNA molde circu¬ 
lar pode girar 360° muitas vezes, com a sintese de um 
filamento de DNA completo ou com umaunidade a cada 
volta, a replicagao por circulo rolante gera caudas unifi- 
lamentares mais longas que o perimetro do cromossomo 
circular (Figura 10.30). A replicagao por circulo rolante 
pode produzir DNA uni ou bifilamentar. As moleculas 
unifilamentares circulares sao produzidas por clivagem 
sitio-especifica das caudas unifilamentares nas origens 
de replicagao e recircularizagao das moleculas produzi¬ 
das com uma unidade de comprimento. Para produzir 
moleculas bifilamentares, as caudas unifilamentares sao 
usadas como molde para a sintese descontinua de fila- 
mentos complementares antes da clivagem e circulariza- 
gao. As enzimas participates da replicagao por circulo 
rolante e as reagoes catalisadas por essas enzimas sao ba- 
sicamente iguais as responsaveis pela replicagao do DNA 
com a participagao de intermediaries tipo 0. 
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■ FIGURA 10.29 Diagrama do replissomo de E. coti que mostra os dois cernes cataliticos de DNA polimerase lil replicando os filamentos lider 
e atrasado e o primossomo desenrolando a dupla helice parental e iniciando a sintese de novas cadeias com iniciadores de RNA.Todo o replis- 
somo move-se ao longo da dupla helice parental, e cada componente executa sua fungao de maneira orquestrada. Na verdade, o comptexo de 
replicagao provavelmente nao se move. Em vez disso, o DNA e puxado atraves do replissomo. A replicagao esta ocorrendo da esquerda para a 
direita. Micrografia original cedida por David Dressier, Harvard University. 
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■ FIGURA 10,30 O mecanismo de drculo rolante da repli- 
ca^ao de DNA. O material dos novos cromossomos (no 
caso, DNA unifilamentar para o virus <£X174) e produzi¬ 
do por copia contfnua de um cfrculo de DNA bifilamentar 
cortado, e o filamento intacto serve de molde. Micrografia 
eletronica cedida por David Dressier, Harvard University. 


PONTOS ESSENCIAIS . 






A replicagao de DNA e complexa, exigindo a participagdo de um grande numero de proteinas 

A sintese de DNA e continua no filamento que esta sendo estendido na diregao geral 5' —> 3', 
mas e descontinua no filamento que cresce na diregao geral 3' —* 5 r 

Novas codeias de DNA sdo iniciadas por iniciadores deRNA curtos sintetizados por DNA primase 

A sintese de DNA e catalisada por enzimas chamadas DNA polimerases 

Todas as DNA polimerases necessitam de um filamento iniciador, que e estendido, e um 
filamento-molde, que e copiado 

Todas as DNA polimerases tern necessidade absoluta de um grupo 3' -OH lime no filamento 
iniciador, e toda a sintese de DNA ocorre na diregao 5' > 3’ 


• As atividades de exonuclease 3' —» 5' das DNA polimerases revisam os filamentos a medida 
que sdo sintetizados, removendo nucleotidios com pareamento errado nas terminagoes 3' dos 
filamentos iniciadores 

4 ; As enzimas e as proteinas de ligagdo ao DNA participantes da replicagao reunem-se em um 
replissomo em cada forquilha de replicagao e atuam em conjunto d medida que a forquilha 
avanga ao longo da molecula de DNA parental. 
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Aspectos especfficos da replicagao de 
cromossomos eucarioticos 


Embora as principais caracteristicas da replicagao de 
DNA sejam iguais em todos os organismos, alguns pro¬ 
cesses ocorrem apenas em eucariotos. 

A maioria das informagoes sobre replicagao de DNA re- 
sultou de estudos de E. coli e alguns de seus virus. Ha me- 
nos informagoes disponfveis sobre a replicagao de DNA 
em organismos eucarioticos. No entanto, ha info imagoes 
suficientes para concluir que a maioria dos aspectos da 
replicagao de DNA e semelhante em procariotos e eu¬ 
cariotos, inclusive em seres humanos. Os iniciadores de 
RNA e os fragmentos de Okazaki sao mais curtos em eu¬ 
cariotos do que em procariotos, mas os filamentos Ifder 
e atrasado replicam-se por mecanismo continuo e des- 
contfnuo, respectivamente, nos eucariotos assim como 
nos procariotos. Todavia, alguns aspectos da replicagao 
de DNA eucariotico sao exclusivos dessas especies de es- 
trutura mais complexa. For exemplo, a smtese de DNA 
ocorre durante uma pequena parte do ciclo celular nos 
eucariotos, e nao continuamente como nos procariotos. 
A replicagao das moleculas de DNA gigantes presentes 
em cromossomos eucarioticos seria demorada demais se 
cada cromossomo tivesse uma unica origem. Portanto, os 
cromossomos eucarioticos tern multiplas origens de re¬ 
plicagao. Em vez de usarem dois complexos cataliticos de 
uma DNA polimerase para replicar os filamentos lider e 
atrasado em cada forquilha de replicagao, os organismos 
eucarioticos usam duas ou mais polimerases diferentes. 

Como discutimos no Capitulo 9, o DNA eucariotico 
e empacotado em nucleossomos, estruturas que contem 
histonas. Esses nucleossomos impedem o movimento das 
forquilhas de replicagao? Caso nao impegam, como o 
replissomo transpoe o nucleossomo? O nucleossomo e 
desmontado total ou parcialmente, ou a forquilha des- 
liza de alguma maneira alem do nucleossomo a medida 
que o replissomo duplica a molecula de DNA enquan- 
to ainda esta na superficie do nucleossomo? Por fim, os 
cromossomos eucarioticos contem moleculas lineares de 
DNA, e a replicagao descontmua das extremidades das 
moleculas lineares de DNA cria um problema especial. 
Abordaremos esses aspectos da replicagao de cromatina 
em eucariotos nas segoes finais deste capitulo. 

CICLO CELULAR 

Quando as bacterias estao crescendo em meios ricos, a 
replicagao de DNA e ininterrupta durante todo o ciclo 
celular. Em eucariotos, porem, a replicagao do DNA e res- 
trita a fase S (de smtese; Capitulo 2). Lembre-se de que 
o ciclo em uma celula eucariotica normal e dividido em 
fase G (logo apos o fim da mitose; G, de gap , interval©), 
fase S, fase G 9 (preparo para mitose) e fase M (mitose) 
(veja detalhes no Capitulo 2). Nas celulas embrionarias 


era rapida divisao, G e G sao muito curtas ou inexisten- 
tes. Em todas as celulas, as decisoes de prosseguir no ci¬ 
clo celular ocorrem em dois pontos: (1) entrada em fase 
S e (2) entrada em mitose. Esses pontos de verificagao 
ajudam a garantir que so haja uma replicagao do DNA a 
cada divisao celular. 

MULTIPLOS REPLICONS POR 
CROMOSSOMO 

As moleculas gigantes de DNA nos maiores cromossomos 
de Drosophila melanogaster contem cerca de 6,5 X 10 7 pa¬ 
res de nucleotfdios. A taxa de replicagao do DNA em 
Drosophila e de aproximadamente 2.600 pares de nucleo¬ 
tidios por minuto a 25°C. Portanto, uma unica f orquilha 
de replicagao levaria cerca de 17,5 dias para replicar uma 
dessas moleculas gigantes de DNA. Com duas forquilhas 
de replicagao que se movem nas duas diregoes a partir de 
uma origem central, essa molecula de DNA seria replicada 
em apenas 8,5 dias. Como os cromossomos de embrioes 
de Drosophila se replicam em 3 a 4 min e os nucleos se 
dividem uma vez a cada 9 a 10 min durante as clivagens 
iniciais, esta claro que cada molecula de DNA gigante 
tem de conter muitas origens de replicagao. Na verdade, 
a replicagao completa do DNA do maior cromossomo de 
Drosophila em 3,5 min exigiria mais de 7.000 forquilhas 
de replicagao distribuidas a intervalos iguais ao longo da 
molecula. Portanto, multiplas origens de replicagao sao 
necessarias para que as moleculas muito grandes de DNA 
em cromossomos eucarioticos se repliquem nos period os 
de divisao celular observados. 

A primeira evidencia das multiplas origens em cro¬ 
mossomos eucarioticos surgiu com os experimentos de 
pulse-labeling com celulas de hamsters Chineses era cultu- 
ra. Em 1968, quando Joel Huberman e Arthur Riggs mar- 
caram celulas com pulsos de '’H-timidina durante alguns 
minutos, extrairam o DNA e analisaram por autorradio- 
grafia o DNA marcado, observaram series em tandem de 
graos de prata expostos (Figure 10.31A). A interpretagao 
mais simples dos resultados e que cada macromolecula 
de DNA contem multiplas origens de replicagao. Quando 
o periodo de pulse-labeling foi seguido por um curto inter- 
valo de crescimento em meio nao radioativo (experimen¬ 
tos de pulse-chase), as series continham regioes centrais de 
alta densidade granular com caudas de densidade gra¬ 
nular decrescente nas duas extremidades (Figura 10.31B). 
Esse resultado indica que a replicagao em eucariotos e 
bidirecional, assim como na maioria dos procariotos. As 
caudas de densidade granular decrescente sao resultado 
da diluigao gradual dos acumulos intracelulares de 3 H-ti- 
midina por 1 H-timidina a medida que as forquilhas de re¬ 
plicagao avangam das origens centrais, nas duas diregoes, 
ate as terminagoes de replicagao (Figura 10.31C). 
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Um segmento de DNA cuja replicagao esteja sob con- 
trole de uma origem e duas terminagoes e denominado 
replicon. Em procariotos, geralmente o cromossomo in- 
teiro e um replicon. A existencia de multiplos replicons 
por cromossomo eucariotico foi verificada diretamente 
por autorradiografia e micros copia eletronica em va- 


rias especies diferentes. Os genomas de seres humanos 
e outros mamfferos con tern aproximadamente 10.000 
origens de replicagao distribmdas nos cromossomos a 
interval os de 30.000 a 300.000 pares de bases. Sem duvi- 
da, o numero de replicons por cromossomo nao e fixo 
durante todo o crescimento e o desenvolvimento de um 
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de DNA observada em (A) e (B). 


■ FIGURA 10.31 Evidences de replicagao bidirecional dos multiplos replicons nas moleculas gigantes de DNA de eucariotos. Os arranjos em 
serie de radioatividade em (A) indicam que a replicagao ocorre em multiplas origens; as caudas com densidade granular decrescente observadas 
em (B) indicam que a replicagao e bidirecional a partir de cada origem (C). 
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eucariota multicelular. A replicacao e iniciada em mais 
sitios durante as divisoes celulares muito rapidas da era- 
briogenese do que durante os estagios mais avangados 
do desenvolvimento. Infelizmente, os geneticistas nao 
sabem que fatores determinam as origens operacionais 
em determinado perfodo ou em um tipo especifico de 
ceiula. Leia Resolva!: Gompreenda a replicacao do cro- 
mossomo X humauo, para avaliar se voce entendeu os 
conceitos apresentados aqui. 

DUAS OU MAIS DNA POLIMERASES 
EM UMA UNICA FORQUILHA DE 
REPLICACAO 

Em vista da complexidade do replissomo na bacteria E, 
coli simples (ver Figuras 10.28 e 10.29), parece provavel 
que o aparelho de replicacao seja ainda mais cotnplexo 
em eucariotos. Embora o conhecimento da estrutura do 
mecanismo replicativo em eucariotos ainda seja limitado, 
muitos aspectos da replicacao de DNA sao semelhantes 
em eucariotos e procariotos. 

Como no caso dos procariotos, grande parte das in- 
formagoes sobre a sintese de DNA em eucariotos origi- 
nou-se do desenvolvimento e da dissecqao de sistemas 
de replicacao do DNA in vitro. Estudos da replicacao dos 
virus de DNA de eucariotos foram informativos e, desses 
virus, o virus Simian 40 (SV40) foi parti cularmente util. 
A replicacao de SV40 e quase totalmente efetuada pelo 
aparelho de replicacao da ceiula do hospedeiro. Apenas 
uma proteina viral, o antigeno T, e necessaria para a re¬ 
plicacao do cromossomo SV40. 

Como em procariotos, o desenrolamento dos filamen- 
tos de DNA parental requer uma DNA topoisomerase e 


Resolva! 


Compreenda a replicacao do 
cromossomo X humano 

Segundo o banco de dados Entrez Genome do National Cen¬ 
ter for Biotechnology Information, o primeiro cromossomo X 
humano sequenciado continha 154.913.754 pares de nucleo- 
tEdios. Se esse cromossomo X estiver presente em uma ceiula 
somatica com uma fase S do ciclo celular de 10 h e uma taxa 
de replicacao de 3.000 nucleotidios por minuto, qual sera o 
numero minimo de origens de replicacao necessario para sua 
replicacao? Se o tamanho medio dos fragmentos de Okazaki 
formados durante a replicacao desse cromossomo e de 150 
nucleotidios, quantos fragmentos de Okazaki sao produzidos 
durante sua replicacao? Quantos iniciadores de RNA? Ao res¬ 
ponder essas perguntas, eonsidere que a sequencia descrita nao 
inclui as sequencias TTAGGG repetidas telomericas nas extre- 
midades do cromossomo. 

► Leia a resposta doproblema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


uma DNA helicase. Os filamentos desenrolados sao man- 
tidos no estado estendido por uma proteina de ligaqao 
ao DNA unifilamentar denominada proteina de repli¬ 
cagao A (Rp-A). No entanto, ao contrario do processo 
em procariotos, a replicagao do DNA cromossomico em 
eucariotos requer a atividade de ti es diferentes DNA po- 
limerases - polimerase on (Pol a), polimerase 5 (Pol 6) e 
polimerase £ (Pol e). No minimo duas polimerases, tal- 
vez todas as tres, estao presentes em cada forquilha de 
replicagao (replissomo), e cada polimerase contem mul- 
tiplas subunidades. Alem disso, enquanto o replissomo 
de E. coli contem 13 proteinas conhecidas, os replissomos 
de leveduras e mamiferos contem no minimo 27 polipep- 
tidios diferentes. 

Em eucariotos, a Pol a e necessaria para o inicio da 
replicagao nas origens e para iniciagao dos fragmentos 
de Okazaki durante a sintese descontinua do filamento 
atrasado. A Pol a existe em um complexo estavel com a 
DNA primase; na verdade, elas copurificam durante o 
isolamento. A primase sintetiza os iniciadores de RNA, 
que entao sao estendidos com desoxirribonucleotidios 
pela Pol a para produzir uma cadeia de RNA-DNA com 
comprimento total de aproximadamente 30 nucleoti¬ 
dios. Entao, essas cadeias iniciadoras de RNA-DNA sao 
estendidas pela Pol 8. A Pol 8 completa a replicagao do 
filamento atrasado, enquanto a polimerase e catalisa a 
replicagao do filamento lider. A Pol 8 tern de interagir 
com proteinas PCNA (antigeno nuclear da ceiula em 
proliferagao) e o fa tor de replicagao C (Rf-C) para ser 
ativa (Figura 10.32). O PCNA e o grampo deslizante que 
prende a Pol 8 ao DNA para possibilitar a replicagao 
processiva (para evitar que a polimerase diminua o mol- 
de); O PCNA e equivalente a subunidade [3 da DNA 
polimerase III em E. colt (Figura 10.25). O Rf-C e ne¬ 
cessario para carregar o PCNA sobre o DNA. O PCNA 
e uma proteina trimerica que forma um anel fechado, 
e Rf-C induz a mudanga da conformagao do PCNA que 
torna possivel circundar o DNA, produzindo o grampo 
deslizante essencial. 

As polimerases 8 e e contem a atividade de exonu¬ 
clease 3' —* 5' necessaria para revisao (Figura 10.27). 
Elas, porem, nao tern atividade de exonuclease 5' —» 3'; 
portanto, nao removem iniciadores de RNA como faz 
a DNA polimerase I de E. coli. Em vez disso, os inicia¬ 
dores de RNA sao excisados por duas nucleases, ribo- 
nuclease Eli (que degrada o RNA presente em duplex 
RNA-DNA) e ribonuclease FEN-1 (FI nuclease 1). A Pol 
8 enLao preenche as lacunas e a DNA ligase fecha os 
cortes, produzindo filamentos fechados por ligaqao co- 
valente. 

Como ja foi mencionado, ha pelo menos 15 DNA po¬ 
limerases diferentes - a, (3, y, 8 , e, k, l, r\, 0, k, X, jjl, <t, c{) 
e Rev'l - em eucariotos. A DNA polimerase y e responsa- 
vel pela replicagao do DNA em mitocondrias, e as outras 
DNA polimerases tern papeis importantes no reparo do 
DNA e em outras vias (Capitulo 13). 
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■ RCURA 10.32 Atguns dos componentes importantes de um replissomo em eucariotos. Cada reptissomo contem tres diferentes polimerases, 
a, 8 e e. O complexo DNA poiimerase a-DNA primase sintetiza os iniciadores de RNA e acrescenta segmentos curtos de DNA. Entao, a DNA 
poiimerase 5 completa a sintese dos fragmentos de Okazaki no filamento atrasado, e a poiimerase e catalisa a sfntese continua do filamento 
Ifder. O PCNA (de proliferating cell nuclear antigen, antfgeno nuclear da celuia em proliferagao) equivate a subunidade |3 da DNA poiimerase 
III de E. coli ; ele prende as polimerases 8 e e a molecula de DNA, facilitando a sfntese de cadeias longas de DNA. As ribonucleases HI e FEN-1 
(FI nuclease 1) removem os iniciadores de RNA, a poiimerase 8 preenche a fenda, e a DNA ligase (nao mostrada) fecha os cortes, assim como 
na E. coli (Figura 10.18). 


DUPLICACAO DE NUCLEOSSOMOS NAS 
FORQUILHAS DE REPLICACAO 

Conforme comentamos no Capftulo 9, o DNA em cro- 
mossomos interfasicos eucarioticos e empacotado em 
nucleossomos, que medem aproximadamente 11 nm. 
Cada nucleossomo contem 166 pares de nucleotfdios 
de DNA enrolado em duas voltas em torno de um oc- 
tamero de histonas. Em vista do tamanho dos nucleos¬ 
somos e do grande tamanho dos replissomos de DNA, 
parece improvavel que uma forquilha de replicaqao pos- 
sa ultrapassar um nucleossomo intacto. No entanto, as 
micrografias eletronicas da cromatina em replicaqao em 
Drosophila mostram com clareza nucleossomos com es¬ 
trutura e intervalos aproximadamente normais nos dois 
lados das forquilhas de replicaqao (Figura 10.33A); isto e, 
os nucleossomos parecem ter estruturas e espaqamentos 
iguais imediatamente atras de uma forquilha de replica¬ 
qao (DNA pos-replicativo) e na frente de uma forquilha 
de replicaqao (DNA pre-replicativo). Essa observaqao su- 
gere que e preciso desmontar os nucleossomos para que 
o replissomo possa duplicar o DNA empacotado neles e, 
depois, remonta-los rapidamente; isto e, a replicaqao do 
DNA e a montagem do nucleossomo tern de estar estrei- 
tamente acopladas. 

Ja que a massa de histonas nos nucleossomos equivale 
a de DNA, e preciso que haja sfntese de grande quanti- 
dade de histonas a cada geraqao celular para que os nu¬ 
cleossomos se dupliquem. Embora a sfntese de histonas 
ocorra durante todo o ciclo celular, ha um pico de bios- 
sfntese de histonas durante a fase S que produz histonas 
suficientes para duplicaqao da cromatina. Quando se rea- 


lizaram experimentos de transferenciade densidade para 
examinar o mecanismo de duplicaqao dos nucleossomos, 
constatou-se que os nucleossomos nas duas moleculas de 
DNA produzidas continham complexos de histona anti- 
gos (pre-replicativos) e novos (pos-replicativos). Portan- 
to, no nfvel das protefnas, a duplicaqao do nucleossomo 
parece ocorrer por mecanismo dispersivo. 

Varias protefnas participam da desmontagem e mon¬ 
tagem dos nucleossomos durante a replicaqao do cro- 
mossomo em eucariotos. Duas das mais importantes sao 
a protefna 1 de montagem do nucleossomo (Nap-1, de 
Tiucleosome assembly protein- 1) e o fator 1 de monta¬ 
gem da cromatina (CAF-1, de chromatin assembly fac¬ 
tor-1). Nap-1 transporta histonas de seu local de sfnte¬ 
se no citoplasma ate o nucleo, e CAF-1 leva-as ate os 
sftios cromossomicos de montagem do nucleossomo 
(Figura 10.33B). CAF-1 leva as histonas ate os locals de 
replicaqao do DNA por ligaqao ao PCNA (de proliferat¬ 
ing cell nuclear antigen, antfgeno nuclear da celuia em 
proliferaqao) — o grampo que prende a DNA poiimerase 
8 ao molde de DNA (Figura 10.32). CAF-1 e uma protef¬ 
na essencial em Drosophila, mas nao em leveduras, nas 
quais outras protefnas podem executar algumas de suas 
funqoes. 

Muitas outras protefnas afetam a estrutura do nucleos¬ 
somo. Algumas participam da remodelagem da cromatina 
- modificaqao da estrutura do nucleossomo de maneira a 
ativar ou silenciar a expressao dos genes nele empacota- 
dos. Outras modificam a estrutura do nucleossomo pelo 
acrescimo de grupos metila ou acetila a histonas especffi- 
cas. Alem disso, os eucariotos contem varias histonas me- 
nores, com estruturas ligeiramente diferentes das histonas 
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Espacamento de nucleossomos na cromatina em replicacao. 



Montagem de nucleossomos durante a replicacao do cromossomo. 
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■ FIGURA 10.33 Desmontagem e montagem de nucleossomos durante a replicagao de cromossomos em eucariotos. A. Micrografia eletronica 
mostrando nucleossomos nos dois lados das duas forquilhas de replicagao em Drosophila. Lembre-se de que a replicagao do DNA e bidirecional; 
portanto, cada ponto de ramificagao e uma forquilha de replicagao. B. A montagem de novos nucleossomos durante a replicagao do cromos¬ 
somo requer protelnas que transportam histonas do citoplasma para o nucleo e que as concentram no local de montagem do nudeossomo. 
PCNA = antigeno nuclear da celula em proliferagao (Figura 10.32). 


principals, e a incorporagao dessas histonas menores aos 
nucleossomos pode modificar sua estrutura. Em Droso¬ 
phila, por exemplo, a incorporagao da histona H3.3 aos 
nucleossomos causa altos nfveis de transcrigao dos genes 
neles contidos. Assim, a estrutura do nudeossomo nao e 
invariavel; ao contrario, tern um papel importante na mo- 
dulagao da expressao genica (ver O futuro: Remodelagem 
da cromatina e expressao genica no Capitulo Ilea segao 
Remodelagem da cromatina no Capitulo 19). 

TELOMERASE | REPLICACAO DAS 
TERMINACdES DO CROMOSSOMO 

Apresentamos as estruturas especiais dos telomeros, ou 
extremidades cromossomicas, no Capitulo 9. Um motive 
inicial para acreditar que os telomeros tenham estruturas 
especiais foi o fato de que as DNA polimerases nao repli- 
cam o segmento de DNA terminal do filamento atrasado 


de um cromossomo linear. Na extremidade da molecula 
de DNA replicada de maneira descontmua, nao haveria 
filamento de DNA para oferecer um grupo 3'-OH livre 
(iniciador) para polimerizagao dos desoxirribonucleoti- 
dios depois da excisao do iniciador de RNA do fragmen- 
to de Okazaki terminal (Figura 10.34A). Assim, e preciso 
(1) que o telomero tenha uma estrutura exclusiva que 
facilite sua replicagao ou (2) que exista uma enzima espe¬ 
cial que resolva esse enigma de replicagao da terminagao 
do filamento atrasado. Na verdade, as evidencias com- 
provaram as duas op goes. A estrutura especial dos telo¬ 
meros garante um mecanismo perfeito para o acrescimo 
de telomeros por uma enzima que contem RNA, a telo- 
merase. Essa enzima exclusiva foi descoberta em 1985 por 
Elizabeth Blackburn e Carol Greider. Elas receberam o 
Premio Nobel em Fisiologia ou Medicina de 2009 com 
Jack Szostak, que, com Blackburn, descobriu como as es¬ 
truturas especiais dos telomeros protegiam-nos contra a 
decomposigao. 
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Os telomeros dos seres humanos, que con tern a se¬ 
quencia repetida consecutiva TTAGGG, serao usados 
para ilustrar como a telomerase acrescenta extremidades 
aos cromossomos (Figura 10.34B). A telomerase reconhe- 
ce a sequencia de telomeros rica em G na extremidade 
3' e estende-se no sentido 5' —> 3', uma unidade repetida 
por vez. A telomerase nao preenche a lacuna oposta a 
extremidade 3' do filamento-molde; ela apenas estende 
a extremidade 3' do filamento-molde. A caracterfstica es- 
pecifica da telomerase e o seu molde de RNA intrinseco. 
Depois que a telomerase acrescenta varias unidades re- 
petidas ao telomero, a DNA polimerase catalisa a sintese 
do filamento compiementar. Nao fosse a atividade da te¬ 
lomerase, haveria encurtamento progressivo dos cromos¬ 
somos lineares. Se as dele goes das terminagoes abranges- 
sem um ou mais genes essenciais, esse encurtamento do 
cromossomo seria letal. 

Uma alteragao observada em muitas celulas cancero- 
sas e a expressao dos genes codificadores da telomerase, 
que nao sao expressos na maioria das celulas somaticas. 
Portanto, uma linha de tratamento do cancer foi tentar 
desenvolver inibidores da telomerase de modo a promo¬ 
ver a perda dos telomeros dos cromossomos nas celulas 
cancerosas e a morte dessas celulas. Contudo, outras ce¬ 
lulas cancerosas nao tern telomerase ativa, o que dificulta 
esse procedimento. 


COMPRIMENTO DO TELOMERO 
E ENVELHECIMENTO EM 
SERES HUMANOS 

Ao contrario das celulas da linhagem germinativa, a 
maioria das celulas somaticas humanas nao tern ativida¬ 
de da telomerase, ou a tem em nfveis muito baixos. Ce¬ 
lulas somaticas humanas em cultura dividem-se apenas 
um numero limitado de vezes (geralmente apenas 20 
a 70 geragoes celulares) antes da senescencia e morte. 
Quando o comprimento dos telomeros e medido em 
varias culturas de celulas somaticas, observa-se que ha 
correlagao entre o comprimento do telomero e o nu¬ 
mero de divisoes celulares antes da senescencia e morte. 
Celulas com telomeros mais longos sobrevivem por mais 
tempo — dividem-se mais vezes — que as celulas com te¬ 
lomeros mais curtos. Como seria esperado na ausencia 
de atividade da telomerase, o comprimento do telome- 


■ FIGURA 10.34 Replicagao de telomeros do cromossomo. A. Em vista 
da necessidade de um grupo 3'-OH livre na extremidade do filamento 
iniciador, as DNA polimerases nao podem substituir um iniciador de 
RNA que inicia a sintese de DNA na terminagao ou perto da termi- 
nagao do filamento atrasado. B. Essas terminagoes dos cromossomos 
sao replicadas pela telomerase, uma enzima especial que impede o 
encurtamento das extremidades dos cromossomos a cada replicagao. 
A sequencia de nucleotldios na terminagao do filamento atrasado 
e especificada por uma molecula curta de RNA presente como um 
componente essencial da telomerase. A sequencia telomerica mostra- 
da e a de seres humanos. 
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ro diminui a medida que aumenta a idade da cultura 
celular. As vezes, observam-se celulas somaticas que ad- 
quirem a capacidade de proliferar indefinidamente em 
cultura, e demonstrou-se que essas celulas imortais Lem 
atividade de telomerase, ao contrario de suas progenito- 
ras. Ja que a unica caractei fstica comum a todos os can- 
ceres e a divisao celular descontrolada ou imortalidade, 
os cientistas propuseram que uma tecnica de combate 
ao cancer humano seria inibir a atividade da telomerase 
nas celulas cancerosas. 

Outra evidencia da relaqao entre comprimento do te- 
lomero e envelhecimento em seres humanos foi obtida 
em estudos de indivfduos com disturbios denominados 
progerias, doenqas hereditarias caracterizadas por enve¬ 
lhecimento prematuro. Na forma mais grave de pro¬ 
geria, sindrome de IIutchinson-Gilford (Figura 10.35), 
a senescencia - surgimento de rugas, calvfcie e outros 
sintomas do envelhecimento - comeqa imediatamen- 
te apos o nascimento, e geralmente ha morte na ado- 
lescencia. Essa sindrome e causada por uma mutaqao 
dominante no gene codificador da lamina A, protefna 
que participa do controle do formato dos nucleos nas 
celulas. Nao se sabe por que essa mutaqao causa enve¬ 
lhecimento prematuro. Em uma forma menos grave de 
progeria, a sindrome de Werner, a senescencia come¬ 
qa na adolescencia, e a morte geralmente sobrevem na 
faixa de 40 anos. A sindrome de Werner e causada por 
uma mutaqao recessiva do gene WRN, que codifica uma 
protefna participante dos processos de reparo do DNA. 
Mais uma vez, ainda nao sabemos como a perda dessa 
protefna causa envelhecimento prematuro. No entanto, 
as celulas somaticas de indivfduos com as duas formas 
de progeria tern telomeros curtos e apresentam menor 
capacidade proliferaliva em cultura, o que e compatf- 
vel com a hipotese de que o encurtamento do telomero 
contribui para o envelhecimento. 



■ FIGURA 10.35 JohnTacket, 15 anos, de Bay City, Michigan, fala sobre 
sua doenqa. progeria, durante uma coletiva de imprensa, convocada 
em Washington, em 16 de abril de 2003, para anunciar a descoberta 
do gene causador desse disturbio genetico raro e fatal, caracterizado 
por causar envelhecimento acelerado. A direita de Tacket, esta o Dr. 
Francis S. Collins, diretor do National Institutes of Health. 


Atualmente, a relaqao entre o comprimento do telo¬ 
mero e a senescencia da celula e deduzida por correla- 
qao. Nao ha evidencia direta de que o encurtamento dos 
telomeros cause envelhecimento. Todavia, a correlaqao e 
surpreendente, e a hipotese de que o encurtamento dos 
telomeros contribui para o processo de envelhecimento 
em seres humanos requer estudo complementar. 


PONTOS ESSENCIAIS 


A replicagao das grandes moleculas de DNA em cromossomos eucaridticos e bidirecional a 
partir das multiplas origens 

Ha tres DNA polimerases (a, 5 e s) em cada forquilha de replicagao em eucariotos 

Os telomeros, sequencias especiais nas extremidades dos cromossomos, sdo acrescentados aos 
cromossomos por uma enzima especlfica denominada telomerase. 


Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Celulas de E. coli cultivadas em meio normal con- 
tendo 1 ! N sao transferidas para o meio que content 
apenas o isotopo pesado de nitrogenio, ir, N, para 
uma geraqao de crescimento. Como sera a distribui- 


qao de 1 'N e l:, N no DNA dessas bacterias depois de 
uma geraqao? 

Resposta: Como a replicaqao do DNA e semiconservativa, os 
filamentos parentais de DNA contendo 14 N serao con- 
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servados e usados como moldes para sintetizar novos 
filamentos complementares contendo lj N. Portanto, 
cada dupla helice de DNA contera um filamento leve 
e outro pesado, como mostra o esquema adiante. 


pecifica a sequencia de nucleotfdios do filamento 
sintetizado; o novo filamento sera complementar 
ao filamento-molde. Essas fungoes sao ilustradas da 
seguinte maneira: 


14 N 
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Replicacao 
na presenca 
de 15 N 



14 N 


300QQOOQOOOOCX 

15 n 


2. Acrescenta-se timidina radioativa ( 3 H) ao meio de 
cultura que tern uma celula de camundongo. Essa 
celula nunca foi exposta a radioatividade antes. Se 
a celula estiver entrando na fase S no momento do 
acrescimo de 3 H-timidina, qual sera a distribuigao 
de radioatividade no DNA cromossomico na meta- 
fas e subsequente (a primeira metafase depois do 
acrescimo de 3 H-timidina) ? 


j* 

Resposta: E preciso lembrar que cada cromossomo pre-re- 
plicagao contem uma unica molecula gigante de 
DNA que se estende de uma extremidade a outra do 
cromossomo passando pelo centromero. A replica¬ 
gao dessa molecula de DNA sera semiconservativa, 
assim como as moleculas de DNA em E. colija. apre- 
sentadas. Na metafase, porem, as duas helices duplas 
estarao presentes nas cromatides-irmas ainda unidas 
no centromero, como mostra o esquema a seguir. 

Cromatides-irmas 
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3. As DNA polimerases so sao capazes de sintetizar 
DNA na presenga simultanea de um filamento-mol¬ 
de e um filamento iniciador. Por que? Quais sao as 
fungoes desses dois filamentos? 

Resposta: As DNA polimerases so podem estender ca- 
deias de DNA com um grupo 3'-OH livre porque 
o mecanismo de extensao requer um ataque nucle- 
ofilico do grupo 3'-OH ao atomo de fosforo inter- 
no do trifosfato de desoxirribonucleosidio precur¬ 
sor com a eliminagao do pirofosfato. O filamento 
com o grupo 3'-OH e o filamento iniciador; ele e 
estendido durante a srntese. O filamento-molde es- 
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4. Como se pode usar a autorradiografia para distin- 
guir entre replicagao uni e bidirecional do DNA? 


Resposta: Caso as celulas sejam cultivadas em meio con¬ 
tendo 3 H-timidina por um cur to perfodo e, depois, 
transferidas para meio nao radioativo para conti- 
nuarem crescendo (experimento de pulse-chase ), a 
replicagao uni e bidirecional prevera padroes de 
marcagao diferentes, que podem ser distinguidos 
por autorradiografia, como e mostrado aqui: 

Replicacao unidirecional Replicacao bidirecional 
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5. Por que a maioria das celulas somaticas deixa de se 
dividir depois de um numero limitado de divisoes 
celulares? O que aconteceria se elas continuassem 
se dividindo? Como as celulas cancerosas superam 
esse obstaculo? 

Resposta: A maioria das celulas somaticas tem baixa ou 
nenhuma atividade de telomerase. Logo, os telo- 
meros dos cromossomos tornam-se mais curtos a 
cada divisao celular. Se as celulas somaticas conti¬ 
nuassem a se dividir na ausencia de telomerase, os 
cromossomos perderiam os telomeros e, por fim, 
haveria perda de genes essenciais perto das extre- 
midades dos cromossomos, causando morte celu¬ 
lar. Uma das etapas essenciais na conversao de uma 
celula somatica normal em celula cancerosa e ativar 
ou aumentar a srntese de telomerase de maneira 
que nao haja perda dos telomeros durante as divi¬ 
soes descontroladas das celulas cancerosas. 
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Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Celulas de Escherichia coli foram cultivadas por mi li¬ 
tas geragqes em urn meio no qual o nitrogenio so 
esta disponfvel na forma de seu isotopo pesado l3 N. 
Em seguida, as celulas foram coletadas por centrifu¬ 
gagao, lavadas com tampao e transferidas para um 
meio que continha 1 'N (o isotopo leve normal do 
nitrogenio). Depois de duas geragoes de cultura em 
meio com !1 N, foram transferidas de volta para o 
meio com lft N para uma ultima geragao de cresci- 
mento. Depois dessa geragao final de crescimento 
em presenga de l5 N, as celulas foram coletadas por 
centrifugagao. O DNA dessas celulas foi extrafdo e 
analisado por centrifugagao de equilfbrio por gra- 
diente de densidade com CsGl. Qual seria a distri- 
bitigao esperada desse DNA no gradiente? 

Resposta: Meselson e Stahl demonstraram que a repli¬ 
cagao de DNA em E. coli e semiconservativa. Seus 
experimentos de controle mostraram que as duplas 
helices de DNA com (1) I4 N nos dois filamentos, 
(2) ! l N em urn filamento e ,5 N no outro, e (3) ir ’N 
nos dois filamentos separavam-se em tres bandas no 
gradiente, chamadas (1) banda leve, (2) banda hf- 
brida e (3) banda pesada, respectivamente. Quan- 
do se comega com uma dupla helice de DNA com 
l;, N nos dois filamentos e se faz a replicagao semi¬ 
conservativa por duas geragoes na presenga de 14 N 
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Os filamentos iaranja contem 14 N, 
Os filamentos azuis contem l3 N. 


e por uma geracao na presenga de 15 N, o resultado 
sao oito moleculas de DNA, duas com 15 N nos dois 
filamentos e seis com 1 f N em um filamento e 15 N no 
outro filamento, como mostra o esquema a seguir. 
Portanto, 75% (6/8) do DNA estarao na banda hf- 
brida, e 25% (2/8), na banda pesada. 

2. O cromossomo X de Drosophila mdanogasler contem 
uma molecula gigante de DNA, com 22.422.827 pa¬ 
res de nucleotfdios de comprimento. Durante os es- 
tatrios iniciais de clivaeem do desenvolvimento em- 

o o 

brionario, a divisao nuclear leva apenas 10 min. Se 
cada forquilha de replicagao avangar 2.600 pares de 
nucleotfdios por minuto, quantas forquilhas serao 
necessarias para a replicagao de todo o cromosso¬ 
mo X em 10 min? Considere que haja espagamento 
uniforme dessas forquilhas de replicagao ao longo 
da molecula de DNA. 

A divisao celular e muito mais lenta nas celulas 
somaticas da mosca-das-frutas adulta. Se voce esti- 
ver estudando celulas somaticas com um tempo de 
geragao de 20 h e uma fase S de 8 h, quantas forqui¬ 
lhas de replicagao seriam necessarias para concluir 
a replicagao do cromossomo X durante a fase S da 
mi lose? 

Se o tamanho medio dos fragmentos de Oka¬ 
zaki em Drosophila for de 250 nucleotfdios, quantos 
fragmentos de Okazaki serao sinletizados durante a 
replicagao do cromossomo X? Quantos iniciadores 
de RNA serao necessarios? 

Resposta: Se uma forquilha de replicagao avangar 2.600 pa¬ 
res de nucleotfdios por minuto, atravessara 
26.000 pares de nucleotfdios em 10 min e catalisara 
a sfntese de cadeias de DNA com 26.000 nucleotfdios 
de comprimento em cada uma das duas duplas heli¬ 
ces produzidas. Dada a presenga de 22.422.827 pares 
de nucleotfdios no cromossomo X e a replicagao de 
26.000 pares de nucleotfdios por forquilha de repli¬ 
cagao em 10 min, a replicagao completa do DNA 
nesse cromossomo durante os estaeios de clivagem 

o o 

do desenvolvimento embrionario exigiria 862 for- 

Q 

quilhas de replicagao (22.422.827 pares de nucleo- 
tfdios/26.000 pares de nucleotfdios replicados por 
forquilha em 10 min) uniformemente espagadas ao 
longo da molecula de DNA. 

Da mesma maneira, no caso das celulas somaticas 
da mosca-das-frutas adulta com uma fase S de 8 h, 
seria necessario o espagamento regular de 18 forqui¬ 
lhas de replicagao ao longo do DNA no cromosso¬ 
mo X para concluir a replicagao em 8 h. Uma for¬ 
quilha de replicagao replicaria 1.248.000 pares de 
nucleotfdios em 8 h (2.600 pares de nucleotfdios 
por minuto X 480 min). Portanto, no caso de es¬ 
pagamento uniforme das forquilhas de replicagao, 
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18 delas poderiam replicar a molecula de DNA no 
cromossomo X em 8 h (22.422.827 pares de nucleo- 
tfdios/1.248.000 pares de nucleotfdios porforquilha 
por 8 h). 

A replicagao da molecula gigante de DNA no 
cromossomo X de Drosophila exigira a sfntese e a 


uniao subsequente de 89.691 fragmentos de Oka¬ 
zaki (22.422.827 pares de nucleotidios/250 nucleo¬ 
tidios por fragmento de Okazaki). lambent exigira 
a sfntese de 89.691 iniciadores de RNA porque a 
sfntese de cada fragmento de Okazaki e comegada 
com um iniciador de RNA. 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analttica 


10.1 A DNA polimerase I de E. coli e um polipeptfdio 

unico de massa molecular 103.000. 

(a) Que atividades enzimaticas alem da atividade de po¬ 
limerase desempenha esse polipeptfdio? 

(b) Quais sao as fun goes in vivo dessas atividades? 

(c) Essas atividades sao muito importantes para uma ce- 
lula de E. coli ? Por que? 


10.2 


Celulas de Escherichia coli sao cultivadas por muitas 
geragoes em um meio no qual o nitrogenio so esta 
disponfvel na forma de seu isotopo pesado 15 N. 
Depots, sao transferidas para meio que tern o l4 N 
como unica fonte de nitrogenio. 


(a) Qual seria a distribuigao de 15 N e l4 N esperada nas 
moleculas de DNA de celulas cultivadas por uma gc- 
ragao no meio com 14 N, supondo que a replicagao 


do DNA fosse (i) conservativa, (ii) semiconservativa 


ou (iii) dispersiva? 

(b) Qual seria a distribuigao esperada depois de duas 
geragoes no meio com l4 N, supondo que a replica¬ 


gao fosse (i) conservativa, (ii) semiconservativa ou 


(iii) dispersiva? 


10.3 Por que a banda constitufda por moleculas de 
DNA que content *’N ocupa posigao diferente 
da banda de moleculas de DNA que content l4 N 
quando centrifugadas ate o ponto de equilibrio 
com CsCl 6Mi 


10.4 Um molde de DNA e um iniciador com a estrutura 



3' P —TGCGAATTAGCGACAT- 
ATCGGTACGAC GCTTAAC—C)H 3' 


P 5' 


(em que P = um grupo fosfato) e posto em um sis- 
tema de sfntese de DNA in vitro (Mg- + , uni excesso 
dos quatro trifosfatos de desoxirribonucleosfdios 
etc.) que content uma forma mutante de DNA po¬ 
limerase I de E. coli sent atividade de exonuclease 
5' —> 3'. As atividades de polimerase 5' —* 3' e de 
exonuclease 3' —> 5' dessa enzima anomala sao 
identicas as da DNA polimerase I da E. coli normal. 
Ela nao tern apenas atividade de exonuclease 5' 
3'. 

(a) Qual sera a estrutura do produto final? 

(b) Qual sera a primeira etapa na sequencia da reagao? 


Ill K 

ll/ft/ 


Como seria possfvel distinguir experimentalmente 
os modos contfnuo e descontfnuo de replicagao 
de DNA? 


10.6 As celulas de E. coli content cinco DNA polimerases 
diferentes - I, II, III, IV e V. Qual dessas enzimas 
catalisa a replicagao semiconservativa do cromos¬ 
somo bacteriano durante a divisao celular? Quais 
sao as fungoes das outras quatro DNA polimerases 
em E. coli ? 

10.7 A berberis-de-boston e uma planta imaginaria que 
tern urn numero diploide de cromossomos igual a 
4 e celulas que crescent facilmente em culturas de 
celulas em suspensao. A 'H-timidina foi acrescen- 
tada ao meio de cultura no qual crescia uma celula 
em estagio G dessa planta. Depois de uma geragao 
de crescimento em meio com s H-timidina, acres- 
centou-se colchicina ao meio de cultura. Agora o 
meio continha H-tintidina e colchicina. Depois de 
duas “geragoes” de crescimento em meio conten- 
do ’H-timidina (a segunda “geragao” na presert- 
ga de colchicina tambem), as duas celulas-filltas 
(cada uma com oito cromossomos) foram transfe- 
ridas para meio de cultura contendo Limidina nao 
radioativa ('H-timidina) e colchicina. Observe que 
uma “geragao” na presenga de colchicina consis- 
te em uma duplicagao cromossomica do ciclo ce¬ 
lular normal, porem sent divisao celular. As duas 
celulas-filltas continuaram a crescer, avangando no 
“ciclo celular”, ate que cada celula tivesse um con- 
junto de cromossomos metafasicos com a aparen- 
cia mostrada a seguir. 

o 




Caso se fizesse a auLorradiografia desses cro¬ 
mossomos metafasicos (quatro grandes e quatro 
pequenos), qual seria o padrao de radioatividade 
(indicado por graos de prata na autorradiografia) 
esperado? (Gonsidere que nao haja recombinagao 
entre moleculas de DNA.) 

10.8 Suponlta que o experimento descrito no Problema 
10.7 tenha sido novamente executado, mas dessa 
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vez substituindo a ? H-timidina por timidina nao 
radioativa no momento era que foi acrescentada a 
colchicina (depois de uma geragao de crescimento 
celular em meio contendo 3 H-timidina). Depois, 
as celulas foram mantidas em colchicina mais ti- 
midina nao radioativa ate a metafase mostrada no 
Problema 10.7. Como seriam as autorradiografias 
desses cromossomos? 

10.9 Suponha que o DNA de celulas (em cultura celu¬ 
lar) de uma especie eucariotica tenha sido mar- 
cad o por um curto periodo pelo acres cimo de 
3 H-timidina ao meio e que, em seguida, o marca- 
dor tenha sido removido e as celulas novamente 
suspensas em meio nao radioativo. Depois de um 
curto periodo de crescimento em meio nao radio¬ 
ativo, o DNA foi extraido dessas celulas, diluido, 
depositado delicadamente sobre filtros e autorra- 
diografado. O que a observagao de autorradiogra¬ 
fias do tipo 


indicaria sobre a natureza da replicagao de DNA 
nessas celulas? Por que? 

10.10 Organize as seguintes enzimas na ordem de agao 
durante a replicagao do DNA em E. coli: (1) DNA 
polimerase I, (2) DNA polimerase III, (3) DNA 
primase, (4) DNA girase e (5) DNA helicase. 

10.11 Quinze DNA polimerases diferentes — a, [3, "y, 5, e, 
k, £, q, 0, k, \ , jjl, a, (|) e Revl — foram caracterizadas 
em mamiferos. Quais sao as localizagoes e as fun- 
goes intracelulares dessas polimerases? 

10.12 O cromossomo de E. coli contem aproximada- 
mente 4 X 10° pares de nucleotidios e replica-se 
como um unico replicon bidirecional em cerca de 
40 min em diferentes condigoes de crescimento. 
O maior cromossomo de D. melanogaster contem 
cerca de 6 X 10 7 pares de nucleotidios. (a) Se esse 
cromossomo tern uma molecula gigante de DNA 
cuja replicagao e bidirecional a partir de uma uni- 
ca origem, localizada precisamente no meio da 
molecula de DNA, quanto tempo levaria para a 
replicagao de todo o cromossomo se a replicagao 
em Drosophila ocorresse na mesma velocidade que 
a replicagao em E. coli ? (b) Na verdade, as velo- 
cidades de replicagao sao menores em eucariotos 
que em procariotos. Se cada bolha de replicagao 
cresce 5.000 pares de nucleotidios por minuto em 
Drosophila e 100.000 pares de nucleotidios por mi¬ 
nuto em E. coli, quanto tempo sera necessario para 
replicar o maior cromossomo de Drosophila se ele 
tiver um replicon bidirecional conforme descrito 
em (a)? (c) Durante as divisoes de clivagem iniciais 
em embrioes de Drosophila, os nucleos dividem-se a 
cada 9 a 10 min. De acordo com seus calculos em 

(a) e (b), o que essas divisoes nucleares rapidas 
indicam sobre o numero de replicons por cromos¬ 
somo em Drosophila ? 


10.13 Celulas de E. coli cultivadas em I4 N por muitas ge- 
ragoes sao transferidas para um meio que contem 
apenas 15 N e crescem nesse meio por quatro gera- 
goes. Em seguida, seu DNA e extraido e analisado 
por centrifugagao de equilfbrio por gradiente de 
densidade com CsCl. Que proporgoes desse DNA 
ocuparao as bandas “leve,” “hfbrida” e “pesada” no 
gradiente? 

i 0. 4 O cromossomo do bacteriofago lambda tern varios 
segmentos ricos em AT que se desnaturam quan- 
do expostos a pH 11,05 por 10 min. Depois dessa 
desnaturagao parcial, a forma empacotada linear 
da molecula de DNA de lambda tern a estrutura 
mostrada na Figura 10.9A. Depois que a molecula 
de DNA de lambda e injetada na celula de E. coli, 
formam-se ligagoes de hidrogenio entre suas ter- 
minagoes unifilamentares complementares e, pela 
agao da DNA ligase, a molecula torna-se circular 
fechada por ligagao covalente. Depois, replica-se 
como uma estrutura em formato de 0. O cromos¬ 
somo lambda tern 17,5 |xm de comprimento e ori¬ 
gem de replicagao unica, localizada a 14,3 |xm da 
extremidade esquerda da forma linear mostrada 
na Figura 10.9A. Desenhe a estrutura que seria ob- 
servada por microscopia eletronica depois de (1) 
replicagao de um segmento com aproximadamen- 
te 6 fun de comprimento da molecula de DNA 
cromossomico de lambda (in vivo ) e (2) exposigao 
dessa molecula de DNA parcialmente replicada a 
pH de 11,05 por 10 min (in vitro), (a) se o avango 
da replicagao fosse bidirecional a partir da origem 
e (b) se o avango da replicagao fosse unidirecional 
a partir da origem. 

10.15 Que atividade enzimatica catalisa cada uma das se¬ 
guintes etapas na replicagao semiconservativa do 
DNA em procariotos? 

(a) Formagao de super-helicoidizagao negativa nas mo- 
leculas de DNA produzidas. 

(b) Srntese de iniciadores de RNA. 

(c) Retirada de iniciadores de RNA. 

(d) Extensao covalente de cadeias de DNA nas termina- 
goes 3'-OH de filamentos iniciadores. 

(e) Revisao dos nucleotidios nas terminagoes 3'-OH de 
filamentos iniciadores de DNA. 

10.16 Uma especie de arvore tern um genoma muito 
grande constituido de 2,0 X 10 1() pares de bases de 
DNA. 

(a) Se esse DNA fosse organizado em uma so molecula 
linear, qual seria o comprimento (em metros) dessa 
molecula? 

(b) Se o DNA fosse distribuido uniformemente entre 
10 cromossomos e cada cromossomo tivesse uma 
origem de replicagao de DNA, quanto tempo seria 
necessario para concluir a fase S do ciclo celular, su- 
pondo que a DNA polimerase possa sintetizar 2 X 
10 4 pb de DNA por minuto? 

(c) Uma celula em crescimento ativo pode completar a 
fase S do ciclo celular em cerca de 300 min. Supon- 
do-se que a distribuigao das origens de replicagao 
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seja uniforme, quantas origens de replicagao tem 
cada cromossomo? 

(d) Qua! e o numero medio de pares de bases entre ori¬ 
gens adjacentes de replicagao? 

10.17 Por que todas as moleculas de DNA gigantes em 
cromossomos eucarioticos con tem obrigatoria- 
mente multiplas origens de replicagao? 

10.18 Em E. coli, isolaram-se mutantes polA viaveis que 
sintetizam um produto genico anomalo com ativi- 
dade de polimerase 5' —> 3' minima ou inexisten- 
te, mas atividade de exonuclease 5' —* 3' normal. 
Contudo, nao ioi identificado mutante polA com 
deficiencia com pie ta da atividade de exonuclease 
5' —> 3' e preservagao da atividade de polimerase 
5' — > 3', da DNA polimerase I. Qual seria a explica- 
gao desses resultados? 

10.19 Outros mutantes de E. coli polA nao tem a atividade 
de exonuclease 3' —» 5' da DNA polimerase I. A ve- 
locidade de sintese do DNA sera modificada nesses 
mutantes? Que efeito(s) terao essas mutagoes polA 
sobre o fenotipo do organismo? 

10.20 Muitas das origens de replicagao caracterizadas 
contem sequencias centrais ricas em AT. Essas se¬ 
quencias centrais ricas em AT tem algum significa- 
do funcional? Em caso afirmativo, qual? 

10.21 ( a) Por que a atividade da DNA primase nao e ne¬ 
cessaria para iniciar a replicagao por circulo rolan- 
te? (b) A DNA primase e necessaria para a sintese 
descontinua do filamento atrasado, que ocorre na 
cauda unifilamentar do circulo rolante. Por que? 

10.22 A DNA polimerase I e necessaria para remover ini- 
ciadores de RNA durante a replicagao do cromos¬ 
somo em E. coli. No entanto, a DNA polimerase III 
e a verdadeira replicase em E. coli. Por que a DNA 
polimerase III nao remove os iniciadores de RNA? 

10.23 Em E. coli, sao necessarias tres proteinas diferentes 
para desenrolar a dupla helice parental e manter 
os filamentos desenrolados na forma de um molde 
estendido. Quais sao essas proteinas, e quais sao 
suas respectivas fungoes? 

10.24 Qual e a semelhanga entre as estruturas da DNA po¬ 
limerase I e da DNA polimerase III em E. col £? Qual e 
a estrutura da holoenzima DNA polimerase III? Qual 
e a fungao do produto do gene dnaN em E. coli ? 

10.25 O produto do gene dnaA de E. coli e necessario 
para a iniciagao da sintese de DNA em oriC. Qual e 
sua fungao? Como sabemos que a protema DnaA e 
essential para o processo de iniciagao? 

10.26 O que e um primossomo e quais sao suas fungoes? 
Que enzimas essenciais estao presentes no primos¬ 
somo? Quais sao os principais componentes do re- 


plissomo de E. coli ? Como os geneticistas podem 
determinar se esses componentes sao necessarios 
para a replicagao do DNA? 

10.27 O DNA cromossomico de eucariotos e empaco- 
tado em nucleossomos durante a fase S do ciclo 
celular. Que obstaculos o tamanho e a complexida- 
de do replissomo e do nucleossomo representam 
durante a replicagao semiconservativa do DNA de 
eucariotos? Como esses obstaculos poderiam ser 
superados? 

10.28 Duas linhagens mutantes de E. coli tem mutagao 
termossensivel era um gene que codifica um pro¬ 
duto necessario para duplicagao do cromossomo. 
As duas linhagens replicam o DNA e dividem-se 
normalmente a 25°C, mas sao incapazes de repli- 
car o DNA ou se dividir a 42°C. Quando celulas de 
uma linhagem sao transferidas de cultura a 25 °C 
para cultura a 42°C, a sintese de DNA cessa ime- 
diatamente. Quando celulas da outra linhagem 
sao submetidas a mesma mudanga de temperatu- 
ra, a sintese de DNA continua, embora em menor 
velocidade, durante cerca de 30 min. A que con- 
clusao se pode chegar sobre as fungoes dos produ- 
tos desses dois genes? 

10.29 Quais sao as diferengas da replicagao de DNA cro¬ 
mossomico em eucariotos e procariotos? 


10.30 O (a) O cromossomo da bacteria Salmonella lypki- 
murium contem cerca de 4 X 10 6 pares de nucleo- 
tidios. Quantos fragmentos de Okazaki aproxima- 
damente sao produzidos durante uma replicagao 
completa do cromossomo de S. typhimurium ? (b) 
O maior cromossomo de D. melanogaster contem 
cerca de 6 X 10 7 pares de nucleotidios. Quantos 
fragmentos de Okazaki aproximadamente sao pro¬ 
duzidos durante a replicagao desse cromossomo? 

10.31 Na levedura S. cerevisiae, as celulas haploides com 
uma mutagao denominada estl (de ever-shorter te¬ 
lomeres, telomeros cada vez mais curtos) perdem 
as sequencias telomericas distais a cada divisao ce¬ 
lular. Preveja o efeito fenotipico final dessa muta¬ 
gao na prole dessas celulas. 


10.32 Suponha que a sequencia de DNA bifilamentar 
mostrada no esquema adiante esteja presente na 
extremidade de uma grande molecula de DNA em 
um cromossomo eucariotico. 


5'-(sequencia do centtomeroJ-GATTCCGCGOGAAGCTTCGGCXXXXIOVTCTITCGTACGTCTTTGCA-S 
3' -(seque ncia do centr6mero)-CTAAGCGGGCXnTCGj\At:CCCCCCCCTAGAACC.CTGCAGAAACCT 5' 


Voce reconstituiu um replissomo eucariotico que e 
ativo in vitro. No entanto, nao tem atividade de te- 
lomerase. Se a molecula de DNA mostrada acima 
fosse isolada e replicada em seu sistema in vitro, 
que produtos seriam esperados? 
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Genomica n a Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


1. A DNA polimerase III catalisa a replicagao semicon- 
servativa do cromossomo de E. coli. Quantos genes co- 
dificam as protemas estruturais de DNA polimerase III 
na linhagem K12 de E. colt? Que genes codificam que 
subunidades? Esses sao agrupados em uma regiao es- 
pecffica do cromossomo de E. coli, ou sao distribuidos 
por todo o cromossomo? Qual e o tamanho do gene 
que codifica a subunidade alfa da DNA polimerase III 
em E. coli K12? 

2. Um unico gene codifica a DNA polimerase I em E. coli. 
Qual e o nome desse gene? Qual e o tamanho desse 
gene? Onde esta localizado o cromossomo de E. coli ? 
Qual e o peso molecular da DNA polimerase I? Quan¬ 
tos aminoacidos ela con tern? 


Dica: No size do NCBI, no campo de busca ( Search), digite 
Entrez; clique em Gene e, no campo Search, insira o nome 
da protema e do organismo, ou seja, DNA polimerase 
III AND Escherichia coli K12 [orgn]. Se voce nao limitar a 
pesquisa a linhagem K12, os resultados incluirao os mes- 
mos genes de todas as outras linhagens de E. coli sequen- 
ciadas. Assim, para simplificar, e melhor inclui K12 no 
designador do organismo. Nos resultados da pesquisa, 
clique em Primary Source “Ecogene” para obter mais in- 
formagoes sobre as coord enadas do nucleotidio e a posi- 
gao do gene no mapa, o tamanho da protema, e outras 
informagoes semelhantes. 





Transcrigao e 
Processamento do RNA 



Transferencia de informagoes geneticas | 
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Processo de expressao genica 
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Exons e fntrons 

Remogao de sequencias de fntrons 
por recomposigao de RNA 


Armazenamento e transmissao de 
informagoes com codigos simples 

Vivemos na era do computador, cuja presenga exerce um forte im- 
pacto em praticamente todos os aspectos da vida humana, desde 
o simples caminho de carro ate o trabalho ate o fantastico teste- 
munho, pela transmissao, da aterrissagem de naves espaciais na 
lua. Esses assistentes eletronicos armazenam, encontram e ana- 
lisam dados na velocidade da luz. O “cerebro" do computador e 
um pequeno chip de silicio, o microprocessador, que contem um 
arranjo sofisticado e integrado de circuitos eletronicos capazes de 
responder quase imediatamente a impulsos codificados de ener- 
gia eletrica. Ao executar suas faganhas maravilhosas, o compute- 
dor usa um codigo binario, linguagem baseada em 0 e 1. Portanto, 
o alfabeto usado pelos computadores e semelhante ao codigo 
Morse (pontos e tragos) usado em telegrafia. Ambos tern apenas 
dois simbotos - em nftido contraste com as 26 letras do alfabeto. 
Sem duvida, se o computador e capaz de fazer a sua magica com 
um alfabeto binario, e possivel compreender como uma grande 
quantidade de informagoes e armazenada e encontrada sem a ne- 
cessidade de codigos complexos nem de alfabetos enormes. Neste 
e no proximo capitulo, examinaremos (1) como as informagoes 
geneticas dos seres vivos sao escritas em um alfabeto de apenas 



Modelo computadorizado da estrutura da RNA polimerase II, que 
catalisa a transcrigao de genes nudeares em eucariotos. 

quatro letras, os quatro pares de bases do DNA, e (2) como essas 
informagoes geneticas sao expressas durante o crescimento e o 
desenvolvimento de um organismo. Veremos que o RNA tern pa- 
pel fundamental no processo de expressao genica. 
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Transferencia de informacoes geneticas | O dogma central 


O dogma central da biologia e que as informacoes arma- 
zenadas no DNA sao transferidas para moleculas de RNA 
durante a transcricao e para proteinas durante a traduqao. 

Segundo o dogma central da biologia molecular, as in- 
formagoes geneticas geralmente fluem (1) de DNA para 
DNA durante sua transmissao de uma geragao para outra 
e (2) do DNA para a pro tenia durante a expressao fenoti- 
pica em um organismo (Figura 11.1). Durante a replicacao 
dos virus de RNA, as informagoes tambem sao transmiti- 
das de RNA para RNA. A transferencia de informacoes 
geneticas do DNA para as proteinas ocorre em duas eta- 
pas: (1) transcrigao, a transferencia das informacoes gene¬ 
ticas do DNA para o RNA e (2) tradugao, a transferencia 
de informacoes do RNA para as proteinas. Alem disso, as 
informagocs geneticas fluem do RNA para o DNA duran¬ 
te a conversao dos genomas de virus tumorais de RNA 
em suas formas de DNA proviral (Capitulo 21). Portan- 
to, as vezes, a transferencia de informacoes geneticas do 
DNA para o RNA e reversivel, enquanto a transferencia 
de informacoes do RNA para as proteinas e sempre irre- 
versivel. 


TRANSCRICAO E TRADU^AO 

Conforme ja comentamos, a expressao das informacoes 
geneticas ocorre em duas etapas: transcricao e traducao 
(Figura 11.1). Durante a transcricao, um filamento de 
DNA de tun gene e usado como molde para sintetizar 
um filamento complementar de RNA, denominado trans- 
crito genico. Por exemplo, na Figura 11.1, o filamento 
de DNA que con tern a sequencia AAA de nucleotidios 
e usado como molde para produzir a sequencia comple¬ 
mentar UUU no transcrito de RNA. Durante a traducao, 
a sequencia de nucleotidios no transcrito de RNA e con- 
vertida na sequencia de aminoacidos no produto genico 
polipeptidico. Essa conversao e controlada pelo codigo 
genetico, a especificacao de aminoacidos por trinucleoti- 
dios cliamados codons no transcrito genico. Por exemplo, 
o trinucleotidio UUU no transcrito de RNA mostrado na 
Figura 11.1 especifica o aminoacido fenilalanina (Phe) 
no produto genico polipeptidico. A traducao ocorre em 
aparelhos macromoleculares complexos chamados ribos- 
somos, constituidos de tres a cinco moleculas de RNA e 
de 50 a 90 proteinas diferentes. Contudo, o processo de 
traducao tambem requer a participacao de muitas outras 
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J FIGURA 11.1 O fluxo de informagoes geneticas de acordo com o dogma central da biologia molecular. Replicacao, transcricao e traducao 
ocorrem em todos os organismos; a transcricao reversa ocorre em celulas infectadas por determinados virus de RNA. A figura nao mostra a 
transferencia de informacoes de RNA para RNA durante a replicacao dos virus de RNA. 
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macromoleculas. Este capftulo concentra-se na transcri¬ 
gao; a tradugao e o assunto do Capftulo 12. 

As moleculas de RNA traduzidas nos ribossomos sao 
denominadas RNA mensageiros (mRNA). Em procariotos, o 
produto da transcrigao, o transcrito primario, geralmente 
equivale a molecula de mRNA (Flgura 11.2A). Em euca¬ 
riotos, muitas vezes e preciso processar os transcritos 


primarios por excisao de sequencias especfficas e modifi- 
cagao de ambas as terminagoes antes que possam ser tra- 
duzidos (Figura 11.2B). Por tan to, os transcritos primarios 
em eucariotos geralmente sao precursores dos mRNA e, 
por isso, sao denominados pre-mRNA. A maioria dos ge¬ 
nes nucleares em eucariotos superiores e alguns em eu¬ 
cariotos inferiores contem sequencias nao codificadoras, 
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■ FICURA 11.2 A expressao genica ocorre em duas etapas: transcrigao e tradugao, tanto em procariotos (A) quanto em eucariotos (B). Em 
eucariotos, muitas vezes os transcritos primarios ou pre-mRNA tern de ser processados por excisao de introns e acrescimo de caps (capacetes) 
5' de 7-metilguanosina e de cauda poli(A) 3' [(A) r j. Aiem disso, os mRNA eucaridticos tern de ser transportados do nudeo para o citoplasma, 
onde sao traduzidos. 
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os mtrons, que separam as sequencias expressas ou exons 
desses genes. As sequencias completas desses genes inter- 
rompidos sao transcritas em pre-mRNA, e, em seguida, as 
sequencias de fntrons nao codificadoras sao removidas 
por reagoes de recomposigdo (splicing) ocorridas em estrutu- 
ras moleculares chamadas espliceossomos. 

CINCOTIPOS DE MOLECULAS DE RNA 

Cinco classes diferentes de moleculas de RNA tem papeis 
essenciais na expressao genica. Ja apresentamos os RNA 
mensageiros, intermediarios que levam informagoes ge- 
neticas do DNA para os ribossomos, onde sao sintetizadas 
as proteinas. Os RNA transportadores (tRNA) sao pequenas 
moleculas de RNA que atuam como adap tad ores entre 
aminoacidos e os codons no mRNA durante a tradugao. 
Os RNA ribossomicos (rRNA) sao componentes estruturais e 
catalfticos dos ribossomos, as maquinas intricadas que 
traduzem sequencias de nucleotidios em sequencias de 
aminoacidos dos polipeptfdios. Os pequenos RNA nucleares 
(snRNA) sao componentes estruturais dos espliceossomos, 
as organelas nucleares que excisam os mtrons dos trans- 
critos genicos. Os micro-RNA (mlRNA) sao RNA unifilamen- 


tares curtos, com 20 a 22 nucleotidios, que sao clivados 
de pequenos precursores em formato de grampo e blo- 
queiam a expressao de mRNA complementares ou par- 
cialmente complementares, causando sua degradagao 
ou reprimindo sua tradugao. Este capftulo apresentara 
os papeis dos mRNA e snRNA. As estruturas e as fungoes 
dos tRNA e rRNA serao discutidas em detalhes no Capf- 
tulo 12. Os mecanismos de regulagao da expressao geni¬ 
ca pelos miRNA serao discutidos no Capftulo 19. 

Os cinco tipos de RNA — mRNA, tRNA, rRNA, snRNA 
e miRNA — sao produzidos por transcrigao. Ao contrario 
dos mRNA, que especificam polipeptfdios, os produtos 
finais dos genes de tRNA, rRNA, snRNA e miRNA sao 
moleculas de RNA. As moleculas de tRNA, rRNA, snRNA 
e miRNA nao sao traduzidas. A Figura 11.3 apresenta uma 
visao geral da expressao genica em eucariotos, enfatizan- 
do a origem transcricional e as fungoes dos cinco tipos 
de moleculas de RNA. O processo e semelhante em pro- 
cariotos, mas o DNA nao e separado dos ribossomos por 
um envoltorio nuclear. Alem disso, raramente os genes 
procarioticos con tem sequencias nao codificadoras que 
sao removidas durante o processamento do transcrito de 
RNA. 


PONTOS ESSENCIAIS • O dogma central da biologia molecular e que as informagoes geneticasfluem de DNA para 

DNA durante a replicagao do cromossomo, do DNA para o RNA durante a transcrigao , e do 
RNA para a proteina durante a tradugao 

• Transcrigao e a sintese de um transcrito de RNA complementar a partir dofilamento de DNA 
de um gene 

« Tradugao e a conversao das informagoes armazenadas na sequencia de nucleotidios do 
transcrito de RNA na sequencia de aminoacidos do produto genico polipeptidico, de acordo 
com as especijicagoes do codigo genetico. 


Processo de expressao genica 

As informagoes armazenadas nas sequencias nucleotidi- 
cas dos genes sao traduzidas nas sequencias de aminoa¬ 
cidos das proteinas com o auxilio de intermediarios ins- 
taveis chamados RNA mensageiros. 

Como os genes controlam o lenotipo de um organismo? 
Como as sequencias de nucleotidios dos genes orientam 
o crescimento e o desenvolvimento de uma celula, um 
tecido, um orgao ou todo um ser vivo? Os geneticistas 
sabem que o fenotipo de um organismo e produzido pe¬ 
los efeitos combinados da agao de todos os seus genes 
dentro dos limites impostos pelo ambiente. Eles tambem 
sabem que a variagao do numero de genes em um orga¬ 
nismo e enorme, aumentando com a complexidade de 
desenvolvimento da especie. Os genomas de RNA dos 
menores virus, como o fago MS2, contem ape nas qua- 
tro genes, enquanto os virus grandes, como o fago T4, 
tem cerca de 200 genes. Bacterias como a E. coli tem por 
volta de 4.000 genes, e os mamfferos, inclusive os seres 


humanos, tem aproximadamente 20.500 genes. Neste e 
no proximo capftulo, destacaremos os mecanismos usa- 
dos pelos genes para orientar a sfntese de seus produtos, 
a saber, RNA e proteinas. Os mecanismos de que langam 
mao esses produtos genicos para controlar os fenotipos 
de organismos maduros serao comentados nos capftulos 
subsequentes, sobretudo no Capftulo 20. 

UM mRNA INTERMEDIARY 

Se a maioria dos genes de um eucarioto esta localizada no 
nucleo, e se as proteinas sao sintetizadas no citoplasma, 
como esses genes controlam as sequencias de aminoa¬ 
cidos de seus produtos proteicos? As informagoes geneti¬ 
cas armazenadas nas sequencias de pares de nucleotidios 

nos genes precisam ser transferidas de alguma maneira 

* 

para os locais de sfntese proteica no citoplasma. E pre- 
ciso que mensageiros transportem as informagoes ge¬ 
neticas do nucleo para o citoplasma. Embora a necessi- 
dade desses mensageiros seja mais obvia em eucariotos, 




264 Fundamentos de Genetica 


A transcricao e o processamento de RNA ocorrem no nucleo 


A traducao ocorre no citoplasma. 
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■ F<C JRA 11.3 Visao geral da expressao genica, enfatizando a origem de transcricao de miRNA, snRNA, tRNA, rRNA e mRNA, a fungao de 
recomposigao (splicing) de snRNA, a regutagao da expressao genica por miRNA, e os papeis de tRNA, rRNA, mRNA e ribossomos na tradugao. 
A enzima Dicer e uma nuclease que processa o precursor do miRNA em miRNA, e RISC (/?NA-/nduced silencing complex) e o complexo de 
silenciamento induzido por RNA. 
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o primeiro sinal de sua existencia surgiu em estudos de 
procariotos. Alguns dos primeiros sinais da existencia de 
RNA mensageiros de curta duragao sao apresentados no 
Apendice D: Evidencias de um RNA mensageiro instavel. 


ASPECTOS GERAIS DA S1NTESE DE RNA 

A sintese de RNA ocorre por um mecanismo semelhan- 
te ao da smtese de DNA (Capitulo 10), a excegao de que 
(1) os precursores sao trifosfatos de ribonudeosidios em vez 
de trifosfatos de desoxirribonucleosidios, (2) so um fi- 
lamento de DNA e usado como molde para a smtese de 
uma cadeia de RNA complementar em qualquer regiao 
e (3) e possivel iniciar novas cadeias de RNA sem necessi- 
dade de um filamento iniciador preexistente. A molecula 
de RNA produzida sera complementar e antiparalela ao 
fitamento-molde de DNA e identica, exceto por residuos de 
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3‘ , 


5' 
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RNA 
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v Filamento nao molde 


3'-g 
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GTAT GCTAGT CCG ATT GCG 
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5'-GCATACGAT CAGGCTAACGC-3' 
Filamento nao molde 


mRNA 5 
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Filamento sense de RNA 

l> FiGURA 11 A sintese de RNA usa como molde apenas um fila¬ 
mento de DNA de um gene. 


uridina em vez de timidina, ao filamento nao molde de DNA 
(Figura 11.4). Se a molecula de RNA for um mRNA, ela es- 
pecificara aminoacidos no produLo genico proteico. Por- 
tanto, as moleculas de mRNA sao filamentos codificadores 
de RNA. Tambem sao chamadas de filamentos sense de RNA 
porque as sequencias de nucleotidios “fazem sentido” ja 
que especificam sequencias de aminoacidos das protei- 
nas que sao os produtos genic os. Uma molecula de RNA 
complementar a um mRNA e denominada 

V 

RNA antisense. As vezes, essa terminologia e es- 
tendida aos dois filamentos de DNA, mas o 
uso dos termos sense e antisense, para designar 
filamentos de DNA e incoerente. Portanto, 
usaremos ftlamento-molde e filamento nao molde 
para designar os filamentos transcrito e nao 
transcrito, respectivamente, de um gene. 

A sintese de cadeias de RNA, a exemplo 
da sintese de cadeias de DNA, ocorre na dire- 
gao 5' —* 3', com o acrescimo de ribonucleo- 
tidios ao grupo 3'-hidroxila na extremidade 
da cadeia (Figura 11.5). A reagao compreen- 
de um ataque nucleofilico do grupo 3 -Oil 
ao atomo de fosforo nucleotidil (interno) 
do trifosfato de ribonucleosidio precursor, 
com eliminagao de pirofosfato, do mesmo 
modo que na sintese de DNA. Essa reagao e 
calalisada por enzimas chamadas RNA polime- 
rases. A reagao geral e a seguinte: 


tores em eucariotos geralmente sao mais complexos que 
em procariotos. Uma unica RNA polimerase efetua toda 
a transcrigao na maioria dos procariotos, enquanto os eu¬ 
cariotos tern cinco RNA polimerases diierentes, cada uma 
delas responsavel pela sintese de uma classe de RNA. A 
sintese de RNA ocorre em um segmento desemolado de 
DNA, as vezes denominado bolha de transcrigao, produzido 
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em que n e o niimero de moles de trifosfato 
de ribonucleotidio (RTP) consumidos, mo- 
nofosfato de ribonucleotidio (RMP) incorpo- 
rado ao RNAe pirofosfato (PP) produzido. 

As RNA polimerases ligam-se a sequencias 
nucleotidicas especificas chamadas promoto- 
res e, com a ajuda de proteinas denomina- 
das fa to res de transcrigao, iniciam a sintese 
de moleculas de RNA nos sitios de inicio da 
transcrigao perto dos promotores. Os promo- 
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■ figura 11.5 Reagao de alongamento da cadeia de RNA catalisada por RNA poli¬ 
merase. 





































266 Fundamentos de Genetics 


per RNA polimerase (Figura 11.6). A sequencia liucleotf- 
dica de uma molecula de RNA e complementer a do fila- 
mento-molde de DNA, e a smtese de RNA e guiada pelas 
mesmas regras de pareamento de bases que a smtese de 
DNA, mas a uracila substitui a timina. Logo, e possivel de- 
terminar a origem dos transcritos de RNA pelo estudo da 
sua hibridizagao com DNA de diferentes fontes, como o(s) 
cromossomo(s) da celula, virus e outros organismos infec- 
ciosos (ver Problema resolvido: Distincao de RNA transcri¬ 
tos do DNA viral e do hospedeiro). 


Desenrolamento toca! 
de segmento de DNA 

V figura 11.6 A smtese de RNA ocorre em um segmento desenrolado de DNA. Essa bolha de transcri<;ao possibilita o pareamento de bases 
de alguns nucleotidios no filamento-molde com a extremidade em crescimento da cadeia de RNA. O desenrolamento e o reenrolamento da 
molecula de DNA sao catalisados por RNA polimerase. 
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PROBLEMA 

As celulas de E. coli infectadas por um virus representam a opor- 
tunidade para que as celulas produzam dois tipos de transcritos de 
RNA: bacteriano e viral. Se o virus for um bacteriofago litico, como 
T4, sao produzidos apenas transcritos virais; se for um bacteriofago 
nao litico, como Ml3, sao produzidos transcritos virais e bacteria- 
nos; e se for um profago quiescente, como lambda, sao produzi¬ 
dos apenas transcritos bacterianos. Suponha que voce acabou de 
identificar um novo virus de DNA. Como identificaria os tipos de 
transcritos de RNA produzidos nas celulas infectadas por esse virus? 

FATOS E CONCEfTOS 

1. Durante a primeira etapa da expressao genica (transcrigao), um 
filamento de DNA e usado como molde para sintese de um fila- 
mento complementar de RNA. 

2. O RNA pode ser marcado com 3 H por cultura de celulas em 
meio contendo 3 H-uridina. 

3. O DNA pode ser desnaturado - separado em seus filamentos 
constituintes - expondo-se a alta temperatura ou pH elevado. 

4. Tanto os DNA virais quanto os DNA da celula hospedeira podem 
ser purificados, desnaturados e ligados a membranas para uso 
em experimentos de hibridizagao subsequentes (ver Figura 1 no 
Apendice D: Evidences de um RNA mensageiro instavel). 

5. Em condigoes apropriadas, moieculas unifilamentares comple- 
mentares de RNA e DNA formam helices duplas estaveis in vitro. 

ANALISE E SOLUgAO 

E possivel identificar a origem dos transcritos de RNA sintetizados 
em celulas infectadas por virus mediante incubagao das celulas in¬ 
fectadas por um curto periodo em meio contendo 3 H-uridina, puri- 
ficagao do RNA dessas celulas e, em seguida, hibridizagao com DNA 
unifilamentar viral e bacteriano. 

a. Prepara-se uma membrana ligada a DNA desnaturado viral, uma 
segunda membrana ligada a DNA desnaturado do hospedeiro 
e uma terceira membrana sem DNA para servir de controle na 
medida da ligagao inespecifica de RNA marcado com 3 H. 


b. Em seguida, prepara-se uma solugao de hibridizagao apropriada 
e nela se poem as tres membranas - uma com DNA viral, outra 
com DNA do hospedeiro e a ultima sem DNA. 

c. Depois, acrescenta-se uma amostra do RNA purificado marcado 
com 3 H para hibridizagao com o DNA nas membranas. Por ulti¬ 
mo, lavam-se bem as membranas para remover todo o RNA nao 
hibridizado. O RNA remanescente esta ligado especificamente 
ao DNA na membrana ou inespecificamente a propria membra¬ 
na. E possivel determinar o grau da ligagao do RNA por meio da 
medida da radioatividade de cada membrana. 

d. A radioatividade na membrana que nao tinha DNA repre- 
senta a ligagao “de fundo" inespecifica do RNA a membrana. 
Essa radioatividade pode ser subtraida dos niveis de radio¬ 
atividade nas duas outras membranas para medir a ligagao 
especifica do RNA ao DNA viral ou bacteriano. Os resultados 
determinarao se os transcritos marcados foram sintetizados 
a partir de moldes de DNA viral, DNA bacteriano ou ambos. 
Os resultados nas celulas infectadas por fago T4, celulas in¬ 
fectadas por fago Ml3 e celulas contendo profagos lambda 
poderiam ser resumidos como mostrado adiante. (Os sinais 
positivos indicam a presenga de transcritos de RNA com hi¬ 
bridizagao especifica.) 

RNA hibridizado a membrana 
contendo 

DNA de E. coli DNA de fago 

Celulas de E. coli infectadas - + 

por fago T4 

Celulas de £. coli infectadas + + 

por fago M13 

Celulas de E. coli com pro- + 

fagos lambda 

Que padrao voce observa em celulas infectadas pelo virus re- 
cem-descoberto? 
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PONTOS ESSENCIAIS . 


Em eucariotos, os genes estao no niicleo, enquanto os polipeptidios sao sintetizados no 
citoplasma 

Moticulas de RNA mensageiro atuam como intermediaries que lev am informaqoes geneticas do 
DNA para os ribossomos , onde sao sintetizados as proteinas 

A sintese de RNA, catalisada por RNA polimerases, e semelhante a sintese de DNA em muitos 
aspectos 

A sintese de RNA ocorre em uma regiao localizada de separagao do filamento, e apenas um 
filamenio de DNA serve de molde para a sintese de RNA. 


Transcrigao em procariotos 

A transcrigao - a primeira etapa da expressao genica - 
transfere as infomnagoes geneticas armazenadas em 
DNA (genes) para as moleculas de RNA mensageiro que 
levam as informaqoes ate os ribossomos - os locais de 
sintese proteica - no citoplasma. 

As caracteristicas basicas da transcrigao sao iguais em pro¬ 
cariotos e eucariotos, mas muitos detalhes - como as se¬ 
quencias promotoras — sao diferentes. A RNA polimerase 
de E. coliio i estudada detalhadamente e sera apresentada 
aqui. Essa enzima catalisa a sintese de RNA nessa especie. 
As RNA polimerases das arqueobacterias tern estruturas 
muito diferentes e nao serao analisadas aqui. 

Um segmento de DNA transcrito para produzir uma 
molecula de RNA e uma unidade de transcrigao. As unidades 
de transcrigao podem ser equivalentes a genes individual 
ou incluir varios genes contiguos. Grand es transcritos que 
contem as sequencias codificadoras de varios genes sao co- 
muns em bacterias. O processo de transcrigao e dividido 
em tres estagios: (1) iniciagao de uma nova cadeia de RNA, 
(2) alongamento da cadeia e (3) termino da transcrigao e libe- 
ragao da molecula de RNA nascente (Figura 11.7). 

Ao discutirem a transcrigao, os biologos costumam 
usar os termos upstream e downstream para se referirem 
as regioes situadas em diregao a extremidade 5' e a ex- 
tremidade 3', respectivamente, do transcrito em relagao 
a algum local na molecula de mRNA. Esses termos sao 
fundamentados no fato de que a sintese de RNA sempre 
ocorre na diregao 5' para 3'. As regioes upstream e downs¬ 
tream dos genes sao as sequencias de DNA que especifi- 
cam os segmentos 5' e 3' correspondentes de seus trans¬ 
critos em relagao a um ponto de referenda especffico. 

RNA POLIMERASES | ENZIMAS 
COMPLEXAS 

As RNA polimerases que catalisam a transcrigao sao 
proteinas multimericas complexas. A RNA polimera¬ 
se de E. coli tern massa molecular de aproximadamente 
480.000 e e constituida de cinco polipeptidios. Dois deles 
sao identicos; portanto, a enzima contem quatro polipep¬ 
tidios distintos. A composigao da molecula de RNA poli¬ 
merase completa, a holoenzima, e a 9 (3fJ'o'. As subunidades 


a participam da montagem do cerne tetramerico (a pp’) 
da RNA polimerase. A subunidade p contem o sitio de 
ligagao ao trifosfato de ribonucleosidio, e a subunidade 
P’ abriga a regiao de ligagao ao molde de DNA. 

Uma subunidade, o fator sigma (cr) participa apenas da 
iniciagao da transcrigao; nao tern fungao no alongamen¬ 
to da cadeia. Apos a iniciagao da cadeia de RNA, o fator 
o e liberado, e o alongamento da cadeia (Figura 11.5) 
e catalisado pelo cerne da enzima (a 2 pp'). A fungao de 
sigma e reconhecer e ligar a RNA polimerase aos sitios de 
iniciagao da transcrigao ou promotores no DNA. O cerne 
da enzima (sem ct) catalisaria a sintese de RNA a partir 
de moldes de DNA in vitro, mas, assim, iniciaria cadeias 
de RNA em sitios aleatorios nos dois filamentos de DNA. 
Ja a holoenzima (com o’) so inicia cadeias de RNA in vitro 
em sitios usados in vivo. 
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■ FIGURA 11.7 Os tres estagios da transcrigao: iniciagao, alongamento 
e termino. 
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INICIACAO de cadeias de rna 

A iniciagao de cadeias de RNA tem tres etapas: (1) liga¬ 
gao da holoenzima RNA polim erase a uma regiao pro- 
motora no DNA; (2) desenrolamento localizado dos dois 
filamentos de DNA pela RNA polimerase, garantindo um 
filamento-molde livre para pareamento de bases com os 
ribonucleotidios recebidos; e (3) f'ormagao de ligagoes 
f'osfodiester entre os primeiros ribomicleotidios na ca- 
deia de RNA nascente. A holoenzima continua ligada na 
regiao promotora durante a srntese das oito ou nove pri- 
meiras ligagoes; entao, o fator sigma e liberado, e o cer- 
ne da enzima inicia a fase de alongamento da srntese de 
RNA. Durante a iniciagao, cadeias curtas de dois a nove 
ribomicleotidios sao sintetizadas e liberadas. Essa srntese 
frustrada cessa depois que sao sintetizadas cadeias de 10 
ou mais ribonucleotidios e a RNA polimerase comega a 
avangar na diregao 3' a partir do promotor. 

Por convengao, os pares de nucleotfdios ou nucleotf- 
dios dentro das unidades de transcrigao e adjacentes a 
elas sao numerados em relagao ao sftio de iniciagao do 
transcrito (designado +1) — o par de nucleotfdios corres- 
pondente ao primeiro nucleotfdio (5') do transcrito de 
RNA. Os pares de bases que precedem o sftio de iniciagao 
recebem prefixos negativos (—); aqueles que sucedem o 
sftio de iniciagao (em relagao a diregao de transcrigao) 
recebem prefixos positivos (+). As sequencias nucleotfdi- 
cas que precedem o sftio de iniciagao sao denominadas 
sequencias da regiao 5'; as que sucedem o sftio de iniciagao 
sao sequencias da regiao 3'. 

Como ja foi citado, a subunidade sigma da RNA po¬ 
limerase medeia a ligagao aos promotores no DNA. 
Centenas de promotores de E. coli foram sequenciados 
e, ao contrario do esperado, tem muito pouco em co- 
mum. Duas sequencias curtas nesses promotores sao 
conservadas o suficiente para serem reconhecidas, mas 
mesmo elas raramente sao identicas em dois promoto¬ 
res diferentes. Os pontos medios das duas sequencias 
conservadas estao aproximadamente 10 e 35 pares de 
nucleotfdios, respectivamente, antes do sftio de iniciagao 
da transcrigao (Figura 11.8). Portanto, elas sao denomina¬ 
das sequencia -10 e sequencia -35, respectivamente. Embo- 
ra essas sequencias variem um pouco de um gene para 
outro, at guns nucleotfdios sao altamente conservados. As 
sequencias de nucleotfdios presentes nesses elementos 
geneticos conservados geralmente sao denominadas se¬ 
quencias de consenso. A sequencia de consenso —10 no fila- 
mento nao molde e TATAAT; a sequencia de consenso 
-35 e TTGACA. Inicialmente, a subunidade sigma reco- 
nhece e se liga a sequencia —35; portanto, as vezes essa 
sequencia e denominada sequencia de reconhecimento. A se¬ 
quencia —10 rica em AT facilita o desenrolamento loca¬ 
lizado do DNA, um requisito essencial para a srntese de 
uma nova cadeia de RNA. A distancia entre as sequencias 
-35 e -10 e altamente conservada em promotores de E. 
coli, nunca tendo menos de 15 ou mais de 20 pares de 
nucleotfdios de comprimento. Alem disso, a primeira 
base ou base 5' no RNA de E. coli geralmente (> 90%) e 
uma purina. 


Sequencia -10 

Filamento-molde 

Sequencia -35 

3' El 


Transcricao 



AACTGT 

TTGACA 


16-19 pb 


5' [ 


Filamento nao molde 


T 

A 

T 




A AT 


A 

ou 

G 


: 3 


Sequencias da regiao 5' 


-H*- Sequencias da regiao 3’ 


Desenrolamento localizado 

■ FIGURA 11.8 Estrutura de um promotor tfpico em f. coli. A RNA 
polimerase liga-se a sequencia-35 do promotor e inicia o desenrota- 
mento dos fitamentos de DNA na sequencia -10 rica em AT. A trans¬ 
crigao comega na bolha de transcrigao em um sftio 5 a 9 pares de 
bases alem da sequencia -10. 


ALONGAMENTO DE CADEIAS DE RNA 

O alongamento de cadeias de RNA e catalisado pelo cerne 
da enzima RNA polimerase apos a liberagao da subuni¬ 
dade cr. A extensao covalente de cadeias de RNA (Figura 
11.5) ocorre na bolha de transcrigao, um segmento de- 
senrolado de DNA. A molecula de RNA polimerase tem 
atividade de desenrolamento e reenrolamento do DNA. 
A RNA polimerase desenrola continuamente a dupla he- 
lice de DNA adiante do sftio de polimerizagao e reenrola 
os filamentos complementares de DNA atras do sftio de 
polimerizagao enquanto avanga ao longo da dupla helice 
(Figura 11.9). Em E. coli, o comprimento medio de uma bo¬ 
lha de transcrigao e de 18 pares de nucleotfdios, e cerca 
de 40 ribonucleotidios sao incorporados a cadeia de RNA 
em crescimento por segundo. A cadeia de RNA nascente 
e deslocada do filamento-molde de DNA a medida que a 
RNA polimerase avanga ao longo da molecula de DNA. A 
regiao de pareamento de bases transitorio entre a cadeia 
em crescimento e o filamento-molde de DNA e muito cur- 
ta, talvez com apenas tres pares de bases de comprimento. 
A estabilidade do complexo de transcrigao e mantida prin- 
cipalmente pela ligagao do DNA e da cadeia de RNA em 
crescimento a RNA polimerase, e nao pelo pareamento de 
bases entre o filamento-molde do DNA e o RNA nascente. 

tErmino das cadeias de rna 

O termino das cadeias de RNA ocorre quando a RNA poli¬ 
merase encontra um sinal de termino. Quando isso acontece, 
o complexo de transcrigao se dissocia, liberando a mole¬ 
cula de RNA nascente. Existem dois tipos de terminadores 
de transcrigao em E. coli. Um tipo so leva ao termino na 
presenga de uma protefna chamada ro (p); portanto, es¬ 
sas sequencias de termino sao denominadas terminadores 
dependentes de ro. O outro tipo resulta no termino da 
transcrigao sem participagao de ro; essas sequencias sao 
denominadas terminadores independentes de ro. 

Os terminadores independentes de ro contem uma re¬ 
giao rica em GC seguida por seis ou mais pares de bases 
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Sitio para o trifosfato de 
ribonudeosidio recebido 



reenroiamento helice de DNA-RNA desenrolamento 

A. A RNA polimerase esta ligada ao DNA e estende 
a cadeia de RNA por Eigacao covalente, 

Y 

Movimento da RNA polimerase 


Cadeia de RNA em crescimento 



Local de reenroiamento Local de desenrolamento 

B. A RNA polimerase deslocou-se em direcao 3' a partir da 
posicao em (A), estendendo de maneira processiva a cadeia 
de RNA nascente. 

■ FIGURA 11.9 Atongamento de uma cadeia de RNA catalisada por 
RNA polimerase em E. coli. 

AT, com presenga de A no filamento-molde (Figura 11.10, 
parte superior). A sequencia nucleotidica da regiao rica 
em GC contem repetigoes invertidas — sequencias de 
nucleotidios invertidas e complementares em cada fila- 
mento de DNA. Quando transcritas, essas regioes de re- 
petigao invertida produzem sequencias de RNA unifila- 
mentares que podem formar pares de bases e estruturas 
em grampo (Figura 11.10, parte inferior). As estruturas 
em grampo de RNAformam-se imediatamente depois da 
sintese das regioes que participam da cadeia de RNA e 
retardam o movimento das moleculas de RNA polime¬ 
rase ao longo do DNA, causando pausas na extensao da 
cadeia. Como o pareamento de bases AU e fraco, com 
menor necessidade de energia para separagao das bases 
que qualquer dos outros pares de bases tradicionais, a 


serie de U apos a regiao do grampo facilita que as no¬ 
vas cadeias de RNA sintetizadas se separem do molde de 
DNA quando a estrutura do grampo ocasiona uma pausa 
da RNA polimerase nesse local. 

O mecanismo do termino dependente de ro da trans¬ 
crigao e semelhante ao do termino independente de 
ro, ja que em ambos ha formagao de um grampo com 
ligagoes de hidrogenio na diregao 5' a partir do local 
de termino. Nos dois casos, esses grampos impedem o 
movimento da RNA polimerase, provocando sua pausa. 
No entanto, os terminadores dependentes de ro contem 
duas outras sequencias: uma sequencia com 50 a 90 pa¬ 
res de nucleotidios na regiao 5' em relagao as sequencias 
com repetigao invertida que produz um filamento de 
RNA com muitas C, mas poucas G, e que, portanto, nao 
forma grampos nem outras estruturas secundarias; e uma 
sequencia que especifica um sitio de ligagao a proteina 
ro, denominada rut (rho wilization, utilizagao de ro) per- 
to da extremidade 3' do transcrito. A proteina ro liga-se 
a sequencia rut no transcrito e move-se na diregao 5' —> 
3', seguindo a RNA polimerase. Quando a polimerase 
encontra o grampo, faz uma pausa, o que possibilita a ro 
alcanga-la, transpor o grampo e usar sua atividade heli ca¬ 
se para desenrolar o pareamento de bases do DNA/RNA 
no termino e liberar transcrito de RNA. 

TRANSCRICAO, TRADUCAO 
E DEGRADACAO DE mRNA 
CONCOMITANTES 

Em procariotos, a tradugao e a degradagao de uma mole- 
cula de mRNA geralmente comegam antes da conclusao 
da sua sintese (transcrigao). Como as moleculas de mRNA 
sao sintetizadas, traduzidas e degradadas na diregao 5' —* 
3', os tres processos podem ocorrer simultaneamente na 
mesma molecula de RNA. Em procariotos, nao existe um 
envoltorio nuclear separando o aparelho de sintese de po- 
lipeptidios do local de sintese do mRNA. Portanto, uma 
vez sintetizada, a extremidade 5' de um mRNA pode ser 
imediatamente usada como molde para sintese de poli- 
peptidios. Na verdade, com frequencia, a transcrigao e a 
tradugao estao bastante integradas em procariotos. Oscar 
Miller, Barbara Hamkalo e colaboradores desenvolveram 
tecnicas para observagao dessa integragao entre transcri¬ 
gao e tradugao em bacterias por microscopia eletronica. 
Uma de suas fotogralias que mostra a integragao da trans¬ 
crigao de um gene e da tradugao de seu produto mRNA 
em E. coli e reproduzida na Figura 11.11. 


PONTOS ESSENCIAIS . 




A sintese de RNA e dividida em tres estdgios: (1) iniciagdo, (2) alongamento e (3) termino 

As RNA polimerases - enzimas que catalisam a transcrigao — sao proteinas multimericas 
complexas 

A extensao covalente de cadeias de UNA ocorre nos segmentos de DNA com desenrolamento heal 


O alongamento da cadeia cessa quando a RNA polimerase encontra um sinal de termino da 
transcrigao 


A transcrigao, a tradugao e a degradagao de moleculas de mRNA costumam ser simultaneous 
em procariotos. 
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Sequencias com repeticao invertida 



DNA 


5' -CCCACTGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTTTCTTTCTTTAATGA - 3' 
3' -GGGTGACGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAAAAGAAAGAAATTACT - 5' 




■ ■ ■ ■ 


* « 1 






7^ 

Fiiamento-moide de DNA 
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■ ■ ■ ■ ■ 




■ I ■ t t I I I 
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“V 

Seis adeninas 




o Transcricao de repeticoes invertidas 


DNA 


C G CTGGCGjGOAt X 

C 3^ TTTTCTTTCTTTAATGA 

GGG1 GACGGCGG'i CAA G CUGGCGGCAUn A AAAGAAAGAAATTACT 

B .A 


5' -CCCACTGCCGCCAGTT 


-3' 

-5' 


'cgaccgccgt a 


G 


■ ■ ■ ■ 


V 


Transcrito 5 
de RNA 


-CCCACTGCCGCCAG U 


^7 

Q Transcricao de seis As e rapido 
dobramento do RNA em "grampo" 


DNA 


5' - CCCACTGCCGCCAGTT 
3’ - GGGTGACGGCGGTCAA G 


C G CTGGCGGCATTTTTTC A .. 

C 3 ' T TCTTTCTTTAATGA 

UUUUUU A AGAAAGAAATTACT 

A '■ U bU 


Transcrito 
de RNA 5 



3 ! 

5 1 


G C GACCGCCGTAAAAAAG/ * ’ 

■< ■ »■ t ■ ■ ■i ■ i ■ ■ 


Grampo com ligacoes 
de hidrogenio 



v 


Area de ligacao 
de hidrogenio fraca 


.\A p 

.T 


Q Liberacao do transcrito quando a 
RNA poiimerase faz uma pausa 
depois da formacao do grampo. 


DNA 


5' -CCCACTGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTTTCTTTCTTTAATGA - 3' 
3' -GGGTGACGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAAAAGAAAGAAATTACT - 5' 


+ 


UUUUUU-OH- 3' 


Transcrito 
de RNA 



■ FICURA 11.10 Mecanismo de termino independente de ro da transcrigao. A medida que a transcricao prossegue ao Longo de um molde de 
DNA, encontra-se uma regiao de DNA que contem sequencias repetidas invertidas (sombreada). Quando essas sequencias repetidas sao trans- 
critas, o transcrito de RNA contem sequencias complementares entre si. Consequentemente, formam-se ligagoes de hidrogenio e uma estrutura 
em grampo. Quando a RNA poiimerase encontra esse grampo, faz uma pausa, e as fracas ligagoes de hidrogenio entre as As subsequentes no 
filamento-moide e as Us no transcrito recem-sintetizado se quebram, e o transcrito se desprende do DNA. 
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Tradugao simultanea de transcritos genicos 
(RNA) por muitos ribossomos 


Diregao da transcrigao 


0,5 urn 


■ FIGURA 11.11 Micrografia eletronica preparada por Oscar Miller e Barbara Hamkalo mostrando a integragao da transcrigao e da tradugao de 
um gene em E. colt, t possfvel ver o DNA, o mRNA e os ribossomos traduzlndo moleculas de mRNA. As cadeias polipeptfdicas nascentes, que 
estao sendo sintetizadas nos ribossomos, nao sao visfveis, pois se dobram em configuragao tridimensional durante a smtese. 


Transcrigao e processamento de RNA em eucariotos 


Cinco enzimas diferentes catalisam a transcrigao em eu¬ 
cariotos, e os transcritos de RNA resultantes passam por 
tres modificagoes importantes, que incluem a excisao de 
sequences nao codificadoras chamadas fntrons. As se¬ 
quences nucleotfdicas de alguns transcritos de RNA sao 
modificadas apos a transcrigao por edigao do RNA. 

Embora seja semelhante em procariotos e eucariotos, o pro- 
cesso geral de smtese de RNA e bem mais complexo em eu¬ 
cariotos. Em eucariotos, o RNA e sintetizado no nucleo, e a 
maior parte do RNA que codifica protemas tern de ser trans- 
portada ate o citoplasma para tradugao nos ribossomos. Ha 
indicios de que parte da tradugao ocorra no nucleo; mas, 
sem duvida, a grande maioria ocorre no citoplasma. 

Com frequentia, os mRNA procarioticos contem as re- 
gioes codificadoras de dois ou mais genes; esses mRNA sao 
ditos multigenicos. Ao contrario, muitos dos transcritos 
eucarioticos caracterizados contem a regiao codificadora de 
urn unico gene (sao monogenicos). Todavia, ate um quarto 
das unidades de transcrigao do pequeno verme Caenorhab- 
ditis elegans pode ser multigenico. Evidentemente, os mRNA 
eucarioticos podem ser monogenicos ou multigenicos. 

Os eucariotos tern cinco RNA polimerases diferentes, 
e cada enzima catalisa a transcrigao de uma classe espe- 
cffica de genes. Alem disso, em eucariotos, a maioria dos 
transcritos primarios de genes que codificam polipeptf- 
dios passa por tres modificagoes importantes antes de ser 
transportada ate o citoplasma e traduzida (Figura 11.12). 

1. Caps de 7-metilguanosina sao acrescentados as extre- 
midades 5' dos transcritos primarios. 

2. Caudas poli(A) sao acrescentadas as extremidades 3' 
dos transcritos, gerados por clivagem e nao por termi- 
no da extensao da cadeia. 


3. Quando presentes, as sequencias de mtrons sao corta- 

das dos transcritos. 

O cap S' na maior parte do mRNA eucariotico e um 
residuo de 7-metilguanosina unido ao nucleosidio ini- 
cial do transcrito por uma ligagao de fosfato 5'-5 . A cau- 
da poli(A) 3' e um trecho de poliadenosina com 20 a 200 
nucleotidios de comprimento. 

Em eucariotos, a populagao de transcritos primarios em 
um nucleo e denominada RNA nuclear heterogeneo (hnRNA) 
em vista da grande variagao nos tamanhos das moleculas 
de RNA presentes. As principals partes desses hnRNA sao 
sequencias de mtrons nao codificadores, que sao excisadas 
dos transcritos primarios e degradadas no nucleo. Portan- 
to, grande parte do hnRNA consiste, na verdade, em mo¬ 
leculas de pre-mRNA submetidas a varias etapas de proces¬ 
samento antes de sair do nucleo. Tambem, em eucariotos, 
os transcritos de RNA sao recobertos por protemas de 
ligagao ao RNA durante ou imediatamente apos a smte¬ 
se. Essas protemas protegem os transcritos genicos contra 
a degradagao por ribonucleases, enzimas que degradam 
moleculas de RNA, durante o processamento e o transpor- 
te ate o citoplasma. A meia-vida media de um transcrito 
genico em eucariotos e de aproximadamente cinco horas, 
em contraste com a meia-vida media inferior a cinco mi- 
nutos em E. coli. Essa maior estabilidade de transcritos ge¬ 
nicos em eucariotos e consequencia, ao menos em parte, 
de suas interagoes com protemas de ligagao ao RNA. 

CINCO RNA POLIMERASES/CINCO 
CONJUNTOS DE GENES 

Enquanto uma unica RNA polimerase catalisa toda a 
transcrigao em E. coli, eucariotos cuja complexidade va- 
ria de leveduras unicelulares a seres humanos tern tres a 
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Fl< URA 11.12 Em eucariotos, a maioria dos transcritos genicos passa por tres tipos diferentes de processamento pds-transcricionaL 


cinco RNA polimerases diferentes. Tres enzimas, desig- 
nadas RNA polimerases I, tl e Hi, estao presentes na maioria 
dos eucariotos, se nao em todos. Todas as tres sao mais 
complexas, com 10 ou mais subunidades, que a RNA po- 
limerase de E. coli Alem disso, ao contrario da enzima 
de E. coli, todas as RNA polimerases eucarioticas necessi- 
tam da assistencia de outras proteinas chamadas fatores de 
transcricao para iniciar a sfntese de cadeias de RNA. 


As principals caracteristicas das cinco RNA polimera¬ 
ses eucarioticas sao resumidas na Tabela 11.1. A RNA poli- 
merase I esta no nucleolo, uma regiao distinta do nucleo, 
onde rRNA sao sintetizados e combinados a proteinas ri- 
bossomicas. A RNA polimerase I catalisa a sfntese de todo 
o RNA ribossomico, exceto do pequeno rRNA 5S. A RNA 
polimerase II transcreve genes nucleares que codiflcam 
proteinas e talvez outros genes especificadores de hnR- 


Tabela 11.1 


Caracteristicas das cinco RNA polimerases de eucariotos. 


Enzima 

Localizacao 

Produtos 

RNA polimerase 1 

Nucleolo 

RNA ribossomico, exceto rRNA 5S 

RNA polimerase II 

Nucleo 

Pre-mRNA nucleares 

RNA polimerase III 

N ucleo 

tRNA, rRNA 5S e outros pequenos RNA nucleares 

RNA polimerase IV 

Nucleo (vegetal) 

Pequenos RNA de interferencia (siRNA) 

RNA polimerase V 

Nucleo (vegetal) 

Alguns siRNA e transcritos nao codificadores ( antisense ) de genes-alvo de si RNA 
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NA. A RNA polimerase III catalisa a smlese das moleculas 
de RNA transportador, das moleculas de rRNA 5S e do 
pequeno RNA nuclear. Ate hoje, as RNA polimerases IV e V 
so foram identificadas em vegetais; porem, ha indicios de 
que possam existir em outros eucariotos, sobretudo nos 
fungos. 

As RNA polimerases TV e V desempenham papel im- 
portante na desativagao da transcrigao de genes pela 
modificagao da estrutura dos cromossomos, processo 
denominado remodelagem da cromatina (ver O futuro: Re- 
modelagem da cromatina e expressao genica, e o Capi¬ 
tulo 19). A remodelagem da cromatina ocorre quando 
as caudas de histona em nucleossomos {ver Figura 9.18) 
sao quimicamente modificadas e as proteinas interagem 
com esses grupos modificados, causando maior on me- 


nor condensagao da cromatina. A RNA polimerase IV 
sintetiza transcritos que sao processados em RNA cur- 
tos denominados pequenos RNA de interferencia (siRNA), 
importantes reguladores da expressao genica (Capitu¬ 
lo 19). Um mecanismo de agao e a interagao com ou- 
tras proteinas para modificar (condensar ou relaxar) a 
estrutura da cromatina. A RNA polimerase V sintetiza 
um subgrupo de siRNA e transcritos nao codificadores 
( antisense) de genes regulados por siRNA. Embora os 
detallies do processo aincla estejam sendo analisados, 
e provavel que os siRNA interajam com esses transcri¬ 
tos nao codificadores e proteinas associadas a nucleos¬ 
somos - algumas bem caracterizadas, outras desconhe- 
cidas - para condensar a cromatina em estruturas que 
nao podem ser transcritas. 


gfUTURO 

REMODELAGEM DA CROMATINA E 
EXPRESSAO GENICA 

O DNA de eucariotos e empacotado em esferas de aproxi- 
madamente 11 nm denominadas nucleossomos, constitui- 
das de DNA enrolado sobre a superflcie de octameros de 
histona (Figura 9.18). Nesses nucleossomos, as caudas aminotermi- 
nais das histonas ligam-se firmemente ao DNA, mantendo as estru¬ 
turas muito compactas. Como, entao, os fatores de transcrigao e os 
grandes complexes de RNA polimerase tern acesso aos promotores e 
transcrevem os genes nos nucleossomos? A resposta e que as estru¬ 
turas dos nucleossomos contendo genes que precisam ser expressos 
tern de ser modificadas para tornar os promotores disponiveis para 
as proteinas necessarias a transcrigao; ou seja, e preciso que haja 
remodelagem da cromatina antes de iniciar a transcrigao. 

Existem varios tipos de remodelagem da cromatina, alguns 
apresentados com mais detalhes no Capitulo 19. Todos exigem 
proteinas de remodelagem da cromatina, geralmente complexos 
de proteinas multimericas. Alguns necessitam de aporte de energia 
do ATP. A remodelagem da cromatina pode ocorrer (1) por desl- 
izamento dos nucleossomos ao longo do DNA, de maneira que 
sequences de DNA especificas estejam localizadas entre nucleos¬ 
somos, (2) por modificagao do espagamento entre os nucleos¬ 
somos ou (3) por deslocamento de octameros de histona para criar 
intervalos sem nucleossomos. Mas o que controla esses processes 
de remodelagem da cromatina? Quais sao os sinais necessarios 
para iniciar uma via especifica de remodelagem da cromatina? 

Os sinais que controlam a remodelagem da cromatina ainda es- 
tao sendo identificados. No entanto, as modificagoes de nucleotidios 
no DNA e de aminoacidos nas caudas protuberantes de histonas em 
nucleossomos tern papeis estrategicos (Figura 1). Muitos genes de 
mamiferos content sequendas ricas na sequencia dinucleotidica 

5'-CpG-3' 

3'-GpC-5' 

em diregao 5' a partir dos sitios de inicio da transcrigao. Essas re- 
gioes ricas em CpG sao chamadas ithas de CpG e sao importantes 
sequendas reguladoras. As citosinas nas ilhas de CpG sao submeti- 
das a metilagao, o acrescimo de grupos metila (CH 3 ), e as ilhas 
de CpG metiladas sao, por sua vez, sitios de ligagao de proteinas 



CH 3 

| (onde p indica uma 

5 1 —CpG—3’ ligacao fosfodiester) 

3 1 —GpC—5’ 

I 

ch 3 


(a) Metilacao do DNA 



Octamero 
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H 3 C0 2 

\ 

Acetiiacao 


CH 

Metilacao 

j 


Histona HI 


Fosforilacao 


(b) Modificacoes da histona 

■ FIGURA 1 Modificagoes quimicas de (A) DNA e (B) histonas 
participantes da remodelagem da cromatina. 


que regulam a transcrigao. Em muitos casos, a metilagao das ilhas 
de CpG acarreta a repressao da transcrigao de genes vizinhos. No 
entanto, estudos recentes indicam que em algumas situagoes a 
remodelagem da cromatina pode causar alteragoes globais da ex¬ 
pressao genica, inclusive repressao e ativagao. 

Os aminoacidos nas caudas protuberantes de histona dos nu¬ 
cleossomos tambem sao metilados, e esses grupos metita no DNA 
e nas histonas atuam juntos para compactar a cromatina e reprimir 
a expressao genica. Mas a metilagao nao e tudo! As caudas pro¬ 
tuberantes de histonas passam por mais duas modificagoes: ace- 
tilagao, o acrescimo de grupos acetita (CH 3 CO.); e fosforilagao, o 
acrescimo de grupos fosfato (P0 4 ). 

A acetilagao e a mais importante dessas modificagoes. Grupos 
acetila sao acrescentados a residuos de tisina especfficos nas cau¬ 
das de histona por enzimas chamadas acetilases, neutralizando as 
cargas positivas dessas lisinas (ver Figura 12.1). Consequentemente, 
a acetilagao reduz a interagao entre o DNA de carga negativa e as 
caudas de histona e prepara o terreno para a remodelagem da cro¬ 
matina necessaria a iniciagao da transcrigao. 
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FUTURO (continuagao) 



Em marruferos, um complexo proteico denominado acen- 
tuassomo inicia o processo de ativagao por ligagao ao DNA em 
diregao 5' a partir do promotor e recrutamento de acetilase que, 
entao, acrescenta grupos acetila as caudas protuberantes de his- 
tona dos nucLeossomos. Entao, as proteinas de remodelagem da 
cromatina modificam a estrutura do complexo e tornam o pro¬ 
motor acessfvel aos fatores de transcrigao e a RNA polimerase. A 
Figura 2 mostra uma visao geral esquematica dos efeitos da meti- 
lagao, acetilagao e fosforilagao na remodelagem da cromatina e a 
transcrigao. 

Evidences recentes indicam que modificagoes globais da ex¬ 
pressao genica - com aumento da expressao de alguns genes e 
diminuigao da expressao de outros - podem ser causadas por re¬ 
modelagem da cromatina. Na verdade, agora se sabe que varios 
disturbios humanos sao causados por defeitos geneticos na re¬ 
modelagem da cromatina. Uma forma de leucemia linfoblastica 


aguda e a sindrome de Rett, um disturbio neurologico grave, sao 
causadas por defeitos na remodelagem da cromatina. A sindrome 
de Rett, que acarreta a perda de habilidades motoras e retardo 
mental com 4 anos de idade, e causada por mutagoes no gene 
MECP2, que codifica a protefna 2 de ligagao a metil-CpC (methyl- 
CpG-binding protein 2), no cromossomo X. Evidences recentes 
sugerem que MECP2 e produzida em grandes quantidades e se 
liga diretamente aos nudeossomos, na verdade competindo com 
a histona HI por sitios de ligagao comuns. Na verdade, quando 
MECP2 se liga aos nudeossomos, modifica sua arquitetura e al¬ 
tera a expressao de genes neles empacotados. Qual e o mecanismo 
exato de alteragao da remodelagem da cromatina e modifica- 
gao da expressao genica em neuronios pelas mutagoes do gene 
MECP2 ? Ainda e predso descobrir os detalhes. Mas, em face da 
pesquisa permanente nesse campo, nao ha duvidas de que teremos 
novas informagoes no future proximo. 
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■ figura 2 Visao geral esquematica dos efeitos (1) da metilagao de DNA e histonas, (2) da acetilagao de histonas e (3) da fosforilagao 
de histonas na remodelagem da cromatina e a transcrigao. 


INICIACAO DE CADEJAS DE RNA 

Ao contrario de seus equivalences procarioticos, as RNA 
polimerases eucarioticas nao iniciam a transcrigao sozi- 
nhas. Todas as cinco RNA polimerases eucarioticas ne- 
cessitam da assistencia de fatores de transcrigao proteicos 
para iniciar a smtese de uma cadeia de RNA. Na verdade, 
esses fatores de transcrigao tem de estar ligados a uma re- 
giao promotora no DNA e formam um complexo de ini- 
ciagao apropriado antes que a RNA polimerase se ligue 
e inicie a transcrigao. Diferentes promotores e fatores de 
transcrigao sao usados por RNA polimerases. Nesta se- 
gao, destacamos a iniciagao da sfntese de pre-mRNA pela 
RNA polimerase II, que transcreve a grande maioria dos 
genes eucariodcos. 

Em todos os casos, a iniciagao da transcrigao implica 
o desenrolamento local de um segmento de DNA, o que 
garante um filamenlo de DNA livre para funcionar como 
molde para a sfntese de um filamento complementar de 
RNA (Figura 11.6). O desenrolamento local do segmen¬ 


to de DNA necessario para iniciar a transcrigao requer a 
inleragao de varios fatores de transcrigao com sequencias 
espeefficas no promotor da unidade de transcrigao. Os 
promotores reconhecidos pela RNA polimerase II sao 
constitufdos de elementos conservados curtos, ou modu- 
los, localizados na regiao 5' em relagao ao ponto de par- 
tida da transcrigao. A Figura 11.13 mostra os componentes 
do promotor do gene da timidinoquinase do camun- 
dongo. Outros promotores reconhecidos pela RNA po¬ 
limerase II contem apenas alguns desses componentes. 
O elemento conservado mais proximo do sftio de infeio 
da transcrigao (posigao +1) e chamado sequencia TATA; ele 
tem a sequencia de consenso TATAAAA (leitura na dire- 
gao 5' —> 3' no filamento nao molde) e esta centralizado 
aproximadamente na posigao -30. A sequencia TATA 
tem papel importante na posigao do ponto de infeio da 
transcrigao. O segundo elemento conservado e a sequencia 
CAAT; geralmente esta perto da posigao -80 e tem a se¬ 
quencia de consenso GGCCAATCT. Dois outros elemen¬ 
tos conservados, a sequencia GC, consenso GGGGGG, e a 
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■ fiGURA ii.i 3 Estrutura de urn promotor reconhecido pela RNA polimerase II. As sequencias TATA e CAAT estao localizadas aproximada- 
mente nas mesmas posigoes nos promotores da maioria dos genes nucleates codificadores de proteinas. As sequencias GC e de octameros 
podem estar presentes ou ausentes; quando presentes, elas ocorrem em muitos locais diferentes, seja isoladamente ou em multiples copias. 
As sequencias mostradas sao as sequencias de consenso para cada urn dos eLementos promotores. Os elementos promotores conservados sao 
mostrados em suas localizagoes no gene timidinoquinase de camundongo. 


sequencia de octameros, consenso ATTTGCAT, geralmente 
estao presentes em promotores da RNA polimerase II; 
eles inflnenciam a eficiencia de um promotor na inicia- 
gao da transcrigao. Leia Resolva!: Iniciagao da transcrigao 
por RNA polimerase II em eucariotos, e saiba como essas 
sequencias promotoras conservadas atuam no gene HBB 
(p-globina) humane. 

A iniciagao da transcrigao por RNA polimerase II 
requer a assistencia de varios fatores de transcrigao basais. 
Ainda outros fatores de transcrigao e sequencias regula- 
doras denominadas acentuadores e silenciadores modulam 


Resolva! 


Iniciagao da transcrigao por RNA 
polimerase II em eucariotos 

As sequencias nudeotfdicas do filamento nao molde de uma 
parte do gene HBB humano ((3-globina) e a terminaqao amino 
de seu produto, a p-globina humana (usando o codigo de uma 
letra para os aminoacidos), sao apresentadas a seguir. Lem- 
bre-se de que o filamento nao molde tera a mesma sequencia 
do transcrito do gene, porem comT no lugar de U. 

5-CCTGTGGAGC CACACCCTAG GGTTGGCCAA TCTACTCCCA 
GGAGCAGGGA GGGCAGGAGC CAGGGCTGGG CATAAAAGTC 
AGGGCAGAGC CATCTATTGC TTACATTTGC TTCTGACACA 

ACTGTGTTCA CTAGCAACCT CAAACAGACA CCATGGTGCA 

terminacao amino da (3 globina: M V H 

TCTGACTCCT GAGGAGAAGT CTGCCGTTAC TGCCCTGTGG-3' 

L TP E E K S A V T AL W — 

Nota: Codons alternados sao sublinhados na regiao codifica- 
dora do gene. 

A sequencia TATA nesse gene tem a sequencia de consenso? Em 
caso negativo, qual e sua sequencia? Esse gene contem uma se¬ 
quencia CAAT? Tem a sequencia de consenso? Considerando-se 
que a transcrigao de genes eucarioticos pela RNA polimerase I! 
quase sempre comega (sitio +1) em uma A precedida por duas 
pirimidinas, preveja a sequencia da terminagao 5' do transcrito 
primario desse gene. 

► Leia a resposta do problema no site 
http: //gen-io. grupogen .com.br. 


a eficiencia da iniciagao {Capftulo 19). Os fatores de 
transcrigao basais tem de interagir com promotores na 
sequencia cone La para iniciar a transcrigao eficaz (Figu- 
ra 11.14) . Cada fator de transcrigao basal e designado TFIIX 
(do ingles, Transcription Factor X for RNA polymerase II, fa- 
tor de transcrigao X para RNA polimerase II, em que X e 
uma letra que idenlifica o fator individual). 

TFIID e o primeiro fator de transcrigao basal a intera¬ 
gir com o promotor; contem uma protefna de ligagao a 
TATA {1 BP) e varias pequenas proteinas associadas a TBP 
(Figura 11.14). Em seguida, TFIIA une-se ao complexo, 
seguido por TFIIB. Primeiro, TFIIF associa-se a RNA po¬ 
limerase II, e entao TFIIF e RNA polimerase II unem-se 
ao complexo de iniciagao da transcrigao. TFIIF contem 
duas subunidades, uma das quais tem atividade de de- 
senrolamento do DNA. Portanto, i I IIF provavelmente 
calalisa o desenrolamento localizado da dupla lielice de 
DNA necessario para iniciar a transcrigao. TFIIE, entao, 
une-se ao complexo de iniciagao, ligando-se ao DNA na 
regiao 3' em relagao ao ponto de infeio da transcrigao. 
Dois outros fatores, TFIIFI e TFIIJ, unem-se ao complexo 
depois de TFIIE, mas suas localizagoes no complexo sao 
desconhecidas. TFIIII tem atividade de helicase e segue 
com a RNA polimerase II durante o alongamento, desen- 
rolando os filamentos na regiao de transcrigao (a “bolha 
de transcrigao”). 

As RNA polimerases I e III iniciam a transcrigao por 
processos semelhantes aos da polimerase II, embora um 
pouco mais simples, ao passo que os processos emprega- 
dos pela RNA polimerases IV e V estao sendo investigados. 
Os promotores de genes transcritos pelas polimerases e 
III sao muito diferentes dos usados pela polimerase II, 
embora as vezes eles contenham alguns elementos regu- 
ladores iguais. Os promotores da RNA polimerase I sao 
bipartidos, com uma sequencia central que se estende de 
cerca de -45 a +20 e um elemento de controle na regiao 
5' que se estende de -180 a aproximadamente -105. As 
duas regioes tem sequencias semelhantes, e ambas sao ri- 
cas em CC. A sequencia central e sufieiente para a inicia¬ 
gao; no entanto, a eficiencia da iniciagao e reforgada pela 
presenga do elemento de controle na regiao 5', tambem 
chamada upstream (a montante) ou seja, na diregao 5'. 
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■ FIGURA 11.14 A iniciagao da transcrigao por RNA polimerase II re- 
quer a formagao de um complexo de iniciagao da transcrigao basal 
na regiao promotora.A montagem desse complexo comega quando 
TFIID, que contem a protelna de ligagao TATA (TBP), liga-se a se- 
quenciaTATA. Os outros fatores de transcrigao e a RNA polimerase II 
unem-se ao complexo na sequencia mostrada. 


E interessante notar que os promotores da maioria 
dos genes transcritos pela RNA polimerase III estao lo- 
calizados dentro das unidades de transcrigao, na regiao 
3' em relagao aos pontos de inicio da transcrigao, ou seja 


downstream, ou ajusante, ou seja, na diregao 3', e nao na 
regiao 5' como nas unidades transcritas pelas RNA poli- 
merases I e II. Os promotores de outros genes transcritos 
pela polimerase III estao upstream em relagao ao sitio de 
inicio da transcrigao, assim como nas polimerases I e II. 
Na verdade, os promotores da polimerase III podem ser 
divididos em tres classes, e duas delas tem promotores 
localizados dentro da unidade de transcrigao. 


ALONCAMENTO DA CADEIA DE 
RNA E ACRESCIMO DE CAPS DE 
METILGUANOSINA NA EXTREMIDADE 5' 


Depois que sao liberadas de seus complexos de iniciagao, 
as RNA polimerases eucarioticas catalisam o alongamen- 
to da cadeia de RNA pelo mesmo mecanismo das RNA 
polimerases de procariotos (ver Figuras 11.5 e 11.6). Es- 
tudos sobre as estruturas cristalograficas de van as RNA 
polimerases mostraram com clareza as caracteristicas 
principals dessa importante enzima. Embora as RNA 
polimerases de bacterias, arqueobacterias e eucariotos 
tenham diferentes subestruturas, as caracteristicas prin¬ 
cipals e os mecanismos de agao sao muito semelhantes. A 
estrutura cristalografica da RNA polimerase II (resolugao 
= 0,28 nm) de S. cerevisiae e mostrada na Figura 11.15A. A 
Figura 11.15B e uma representagao esquematica das carac¬ 
teristicas estruturais de uma RNA polimerase e sua inte- 
ragao com o DNA e o transcrito de RNA em crescimento. 

No inicio do processo de alongamento, as extremida- 
des 5' dos pre-mRNA eucarioticos sao modificadas pelo 
acrescimo de capsde 7-metilguanosina (7-MG). Esses caps 
de 7-MG sao acrescentados quando as cadeias de RNA 
em crescimento tem apenas cerca de 30 nucleotidios de 
comprimento (Figura 11.16). O cap de 7-MG tem uma li¬ 
gagao trifosfato 5'-5' incomum (Figura 11.12) e dois ou 
mais grupos media. Esses caps 5' sao acrescentados por 
cotranscrigao pela via de biossintese mostrada na Figu¬ 
ra 11.16. Os caps de 7-MG sao reconhecidos por fatores 
proteicos que participant da iniciagao da tradugao (Capi- 
tulo 12) e tambem ajudam a proteger as cadeias de RNA 
em crescimento contra a degradagao por nucleases. 

E preciso lembrar que genes eucarioticos estao pre- 
sentes na cromatina organizada em nucleossomos (Ca- 
pitulo 9). Como a RNA polimerase transcreve o DNA 
empacotado em nucleossomos? E preciso desmontar o 
nucleossomo antes que se possa transcrever o DNA em 
seu interior? Ao contrario do esperado, a RNA polime¬ 
rase II e capaz de transpor os nucleossomos com a ajuda 
de um complexo proteico denominado FACT (do ingles, 
/acilitates chromatin transcription, facilita a transcrigao 
da cromatina), que remove os dimeros de histona H2A/ 
H2B dos nucleossomos, deixando “hexassomos” de histo¬ 
na. Depois que a polimerase II transpoe o nucleossomo, 
FACT e outras proteinas acessorias ajudam a depositar 
novamente os dimeros de histona, restaurando a estrutu¬ 
ra do nucleossomo. Cabe notar ainda que a estrutura da 
cromatina que contem genes em transcrigao ativa e me- 
nos compacta que a estrutura da cromatina que contem 
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A. Estrutura cristalografica da RNA polimerase II de levedura. B. Diagrams da interacao entre DNA e RNA polimerase com base 

nas estruturas crista lograficas e em outras analises estruturais. 

■ FICURA 11.15 Estrutura da RNA polimerase. A. Estrutura cristalografica da RNA polimerase II da levedura 5. cerevisiae. B. Diagrama de uma 
RNA polimerase, mostrando sua interagao com o DNA (azul) e a cadeia de RNA nascente (verde). Embora as subunidades que compdem as RNA 
polimerases variem entre enzimas de bacterias, arqueobacterias e de eucariotos, as caracterfsticas estruturais basicas sao muito semelhantes 
em todas as especies. 


genes inativos. A cromatina em que os genes ativos estao 
empacotados tende a conter histonas com grande quan- 
tidade de grupos acetila (Capitulo 9), enquanto a croma¬ 
tina com genes inativos contem histonas com men os gru- 


Estagio inicial na transcricao de urn gene por RNA polimerase II. 
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B. Via de biossintese do cap de 7-MG. 

■ FICURA 11.16 Caps de 7-metilguanosina (7-MG) sao acrescentados 
as extremidades 5' dos pre-mRNA logo depois do in Ido do processo 
de alongamento. 


pos acetila. Essas diferengas sao apresentadas com mais 
detalhes no Capitulo 19. 


TERMINO POR CLIVAGEM DA CADEIA E 
O ACRESCIMO DE CAUDAS POLI(A) 3' 

As extremidades 3' dos transcritos de RNA sintetizados 
por RNA polimerase II sao produzidas por clivagem en- 
donucleolitica dos transcritos primarios, nao pelo termi- 
no da transcrigao (Figura 11.17). Os processos de termi- 
no real da transcrigao costumam ocorrer em multiplos 
sftios 1.000 a 2.000 nucleotidios downstream ao local que 
sera a extremidade 3' do transcrito maduro. Ou seja, a 
transcrigao ultrapassa o local que sera o termino 3', e o 
segmento distal e retirado por clivagem endonucleoliti- 
ca. A clivagem que produz a extremidade 3' de um trans¬ 
crito geratmente ocorre em um sitio 11 a 30 nucleoti¬ 
dios downstream a um sinal de poliadenilagao conservado, 
consenso AAUAAA, e upstream a uma sequencia rica em 
GU perto da extremidade do transcrito. Depois da cliva¬ 
gem, a enzima polimerase poli(A) acrescenta caudas poli(A), 
trechos de resfduos de monofosfato de adenosina com 
aproximadamente 200 nucleotidios, as extremidades 3' 
dos transcritos (Figura 11.17). O acrescimo de caudas 
poli(A) a mRNA eucarioticos e denominado poliadenila¬ 
gao. Para analisar o sinal de poliadenilagao do gene HBB 
(fi-globina) humano, leia Resolva!: Formagao da termi- 
nagao 3' de um transcrito de RNA polimerase II. 

A formagao de caudas poli(A) em transcritos requer 
um componente de especificidade que reconhece a se¬ 
quencia AAUAAA e se liga a ela, um fator estimulatorio 
que se liga a sequencia rica em GU, uma endonuclease 
e a poli(A) polimerase. Essas proteinas constituem um 
complexo multimerico responsavel tanto pela clivagem 
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■ figura ill Caudas poli(A) sao acrescentadas as extremidades 
3' dos transcritos pela enzima poli(A) polimerase. Os substratos da 
extremidade 3' para a poli(A) polimerase sao produzidos por clivagem 
endonucleolitica do transcrito downstream em relaqao a urn sinal de 
poliadenilaqao, que tern a sequencia de consenso AAUAAA. 


quanto pela poliadenilaqao em reaqoes estreitamente 
acopladas. As caudas poll (A) de mRNA eucarioticos pro- 
movem sua estabilidade e tem papel importance em seu 
transporte do nucleo para o citoplasma. 


esolva! 


Forma^ao da termina^ao 3' de um 
transcrito de RNA polimerase II 

A sequencia nucleotldica do filamento nao molde de uma par¬ 
te do gene HBB humano (p-globina) e a terminaqao carboxila 
de seu produto, a |3-globina humana (usando o codigo de uma 
letra para aminoacidos; veja a Figura 12.1), sao apresentadas a 
seguir. Lembre-se de que o filamento nao molde tem a mesma 
sequencia do transcrito do gene, porem com T no Lugar de U. 

5-GGTGTGGCTA ATGCCCTGGC CCACAAGTAT CACTAAGCTC GCTTTCTTGC 
GVA N A L A HKY H COOH-terminacao da |i-globina 

TGTCCAATTT CTATTAAAGG TTCCTTTGTT CCCTAAGTCC AACTACTAAA 
CTGGGGGATA TTATGAAGGG CCTTGAGCAT CTGGATTCTG CCTAATAAAA 
AACATTTATT TTCATTGCAA TGATGTATTT AAATTATTTC TGAATATTT-3' 

Observe que codons alternados sao sublinhados na regiao co- 
dificadora do gene. Note tambem que a sequencia rica em CT 
participante da clivagem esta localizada bem mais distante na 
regiao 3', perto do fim da unidade de transcriqao, e nao e mos- 
trada. E possivel prever o local exato de clivagem endonucleolr- 
tica local que produz a extremidade 3' do transcrito? E possivel 
prever o sitio de clivagem aproximado? A extremidade 3' do 
transcrito produzido por essa clivagem sofrera alguma modifi- 
caqaio subsequente? Em caso afirmativo, qual? 

Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


Ao contrario da RNA polimerase II, as RNA polime- 
rases I e III t espondem a sinais de termino definidos. A 
RNA polimerase I termina a transcriqao em resposta a 
uma sequencia de 18 nucleotidios reconhecida por uma 
proteina finalizadora associada. A RNA polimerase III 
responde a um sinal de termino semelhante ao termina- 
dor independente de ro em E. colt (Figura 11.10). 

EDI^AO DE RNA | ALTERAgAO DAS 
INFORMACOES CONTIDAS NAS 
MOLECULAS DE mRNA 

Segundo o dogma central da biologia molecular, as infor- 
maqoes geneticas fluem do DNA para o RNA e do RNA 
para as proteinas durante a expressao genica. Normal- 
mente, as informaqoes geneticas nao sao alteradas no 
mRNA intermediario; no entail to, a descoberta da ediqao 
de RNA mostrou que ha exceqoes. Os processos de ediqao 
de RNA alteram o conteudo de informaqoes dos transcri¬ 
tos genicos de duas maneiras: (1) modificacao das estru- 
turas de bases individuals e (2) inserqao ou deleqao de 
residues de monofosfato de uridina. 

O primeiro tipo de ediqao de RNA, que causa a substi- 
tuiqao de uma base por outra, e raro. Esse tipo foi desco- 
berto em estudos dos genes de apolipoprotenia B ( apo-B) 
e mRNA era coelhos e seres humanos. As apolipoprotei- 
nas sao proteinas do sangue que transportam determi- 
nados tipos de moleculas de gordura no sistema circula- 
torio. No figado, o mRNA de apo-B codifica uma grande 
proteina com 4.563 aminoacidos de comprimento. No 
inlestino, o mRNA de apo-B dirige a sfntese de uma 
proteina com apenas 2.153 aminoacidos, e um residuo 
de C no pre-mRNA e convertido em U, gerando um co¬ 
don UAAinterno de termino da traduqao, que leva a pro- 
duqao de uma apolipoproteina truncada (Figura 11.18). 
UAA e um dos tres codons que finaliza cadeias polipepti- 
dicas durante a traduqao. A produqao de um codon UAA 
na regiao codificadora de um mRNA causa a interrup- 
qao prematura do polipeptidio durante a traduqao, com 
sintese de um produto genico incompleto. A conversao 
C —* ET e catalisada por uma proteina de ligaqao ao RNA 
sequencia-especifica com atividade de retirada de grupos 
amino dos residuos de citosina. Um exemplo semelhante 
de ediqao de RNA foi documentado em um mRNA que 
especifica uma proteina (o receptor do glutamato) das ce- 
lulas encefalicas de rato. A ediqao de mRNA mais extensa 
do tipo C —> U ocorre nas mitocondrias de vegetais, em 
que a maioria dos transcritos genicos passa por algum grau 
de ediqao. As mitocondrias tem seus proprios genomas de 
DNA e mecanismos de sintese proteica (Capitulo 15). Em 
alguns transcritos presentes em mitocondrias de vegetais, 
a maior parte de C e convertida em residuos de U. 

Um segundo tipo, mais complexo, de ediqao de RNA 
ocorre nas mitocondrias de tripanossomos (grupo de 
protozoarios flagelados causadores da doenqa do sono em 
seres humanos). Nesse caso, os residuos de monofosfato 
de uridina sao inseridos em (as vezes deletados de) trans¬ 
critos genicos, causando importantes modificaqoes nos 
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■ FIGURA 11.18 Edigao do mRNA da apolipoproteina B no intestine 
de marnfferos. 


polipeptfdios especificados pelas moleculas de mRNA. 
Essa edigao de RNA e mediada por RNA-guias transcri- 
tos de genes mitocondriais distintos. Os RNA-guias con¬ 
tem sequencias parcialmente complementares aos pre- 
mRNA a serem editados. O pareamento entre RNA-guia 
e pre-mRNA produz lacunas com resfduos de A sem par 
no RNA-guia. Os RNA-guias servem de molde para edi¬ 
gao, pois ha insergao de U nas lacunas das moleculas de 
pre-mRNA diante de A nos RNA-guias. 

Por que ocorrem esses processos de edigao do RNA? 
Por que as sequencias nucleotidicas finais desses mRNA 
nao sao especificadas pelas sequencias dos genes mito¬ 
condriais, como ocorre na maioria dos genes nucleares? 
As respostas a essas perguntas interessantes ainda sao 
puramente especulativas. Os tripanossomos sao euca- 
riotos unicelulares primitivos que divergiram de outros 
eucariotos no imcio da evolugao. Alguns evolucionistas 
especularam que a edigao de RNA era comum em celu- 
las antigas, nas quais supostamente muitas reagoes eram 
catalisadas por moleculas de RNA, em vez de protefnas. 
Outro ponto de vista e que a edigao de RNA e um meca- 
nismo primitivo para alterar padroes de expressao geni- 
ca. Qualquer que seja a razao, a edigao de RNA tem papel 
importante na expressao de genes nas mitocondrias de 
tripanossomos e vegetais. 


PONTOS ESSENCIAIS • Existem tres a cinco RNA polimerases diferentes em eucariotos, e cada polimerase transcreve 

um conjunto especifico de genes 

• Os transcritos de genes eucarioticos geralmente passam por tres modijicagoes principals: (1) o 
acrescimo de caps de 7-metilguanosina as termina^des 5', (2) o acrescimo de caudas poli(A) as 
extremidades 3' e (3) a excisdo de sequencias de introns nao codificadores 

Ai' informagoes contidas em alguns transcritos eucarioticos sao alteradas pela edigao do RNA, 
que modifica as sequencias nucleotidicas dos transcritos antes de sua tradugdo. 


Genes interrompidos em eucariotos | Exons e introns 


A maioria dos genes eucarioticos contem sequencias nao 
codificadoras denominadas introns, que separam as se¬ 
quencias codificadoras ou exons. Os introns sao excisa- 
dos dos transcritos de RNA antes do transporte para o 
citoplasma. 

A maioria dos genes bem caracterizados de procario- 
tos e constituida de sequencias continuas de pares de 
nucleotfdios, que especificam sequencias colineares 
de aminoacidos nos produtos genicos polipeptfdicos. 
Em 1977, porem, as analises moleculares de tres ge¬ 
nes eucarioticos revelaram uma grande surpresa. Es- 
tudos de genes da p-globina (uma das duas protemas 
da hemoglobina) de camundongo e coelho e do gene 
da ovalbumina (protema de armazenamento do ovo) 
de galinha mostraram que eles contem sequencias nao 
codificadoras entre as sequencias codificadoras. Em se- 
guida, essas sequencias foram encontradas nas regioes 


nao traduzidas de alguns genes. Elas sao denominadas 
introns (sequencias intercalares). As sequencias rema- 
nescentes nas moleculas de mRNA maduro (tanto codi¬ 
ficadoras quanto nao codificadoras) sao chamadas exons 
(sequencias expressas). 

Algumas das primeiras evidencias de introns em genes 
da (3-globina de marnfferos decorreram da observagao de 
hfbridos de DNA-mRNA genomic os por microscopia ele- 
tronica. Uma vez que os duplex de DNA-RNA sao mais 
estaveis que as duplas helices de DNA, a incubagao de 
duplas helices de DNA parcialmente desnaturadas com 
moleculas de RNA homologas em condigoes apropriadas 
ocasiona a hibridizagao dos filamentos de RNA com os fi- 
lamentos de DNA complementar, com deslocamento dos 
filamentos de DNA equivalentes (Figura 11.19A). As estru- 
turas hfbridas de DNA-RNA resultantes contem regioes 
unifilamentares de DNA denominadas algas R, nos locais 
em que as moleculas de RNA deslocaram os filamentos 
de DNA para produzir regioes duplex de DNA-RNA. 
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A. A tecnica de hibridizacao da alca R. C. Alca R formada por transcrito primario de fi-globina (pre-mRNA). 

■ FiGURA 11.19 Evidencia de alga R de um fntron no gene da (J-giobina de camundongo. A. Hibridizagao da alga R. B. Quando os genes da 
(3-globina e os mRNA foram hibridizados em condigoes de alga R, observaram-se duas atgas R nos hfbridos de DNA-RNA resultantes. C. Quando 
se usaram transcritos primaries ou pre-mRNA de genes de p-globina de camundongo nos experimentos de alga R, observou-se uma unica alga 
R. Esses resultados demonstram que a sequencia de fntrons esta presente no transcrito primario, mas e removida durante o processamento do 
transcrito primario para produziro mRNA maduro. 


Essas algas R podem ser observadas diretamente por mi- 
croscopia eletronica. 

Quando Shirley Tilghman, Philip Leder e colaborado- 
res hibridizaram o mRNA da (3-globina de camundongo 
purificado com uma molecula de DNA que continha o 
gene da fJ-globina de camundongo, observaram duas al¬ 
gas R separadas por uma alga de DNA bifilamentar (Figu- 
ra 11.19B). Os resultados obtidos demonstraram a presen- 
ga de uma sequencia de pares de nucleotidios no meio 
do gene da (3-globina que nao esta presente no mRNA 
da fJ-globina e, portanto, nao codifica aminoacidos no 
polipeptidio da (3-globina. Quando Tilghman e colabo- 
radores repetiram os experimentos com a alga R usando 
transcritos de gene da p-globina purificados isolados de 
nucleos e considerados transcritos genicos primarios ou 
moleculas de pre-mRNA, em vez de mRNA da (J-globina, 
observaram apenas uma alga R (Figura 11.19C). Esse re- 
sultado indicou que o transcrito primario contem a se¬ 
quencia genica estrutural completa, inclusive exons e in¬ 
tro ns. Juntos, os resultados da alga R obtidos com mRNA 
citoplasmatico e pre-mRNA nuclear mostraram que a 
sequencia de fntron e excisada e as sequencias de exon 
sao recompostas durante o processamento que converte 
o transcrito primario em mRNA maduro. 

Tilghman e colaboradores confirmaram sua interpre- 
tagao dos resultados da alga R comparando a sequencia 


do gene da p-globina de camundongo com a sequencia 
de aminoacidos prevista do polipeptidio da p-globina. 
Os resultados mostraram que o gene continha um fntron 
nao codificador nessa posigao no gene. Uma pesquisa 
subsequente mostrou que o gene da (J-globina do camun¬ 
dongo contem, na verdade, dois fntrons. Voce pode ler 
detalhes sobre esses estudos e outras informagoes sobre a 
descoberta dos fntrons em A Milestone in Genetics: Introns 
(Um marco na genetica: fntrons) no site do estudante. 

ALCUNS GENES EUCARlbTICOS 
MUITO GRANDES 

Depois dos estudos pioneiros dos genes de globina de ma- 
mfferos e do gene de ovalbumina de galinha, demonstra- 
ram-se fntrons nao codificadores em um grande numero 
de genes eucarioticos. Na verdade, os genes interrompi- 
dos sao muito mais comuns que os genes ininterruptos 
nos animais e vegetais superiores. Por exemplo, o gene 
de Xenopus laevis codificador da vitelogenina A2 (que 
forma a protefna da gema de ovo) contem 33 fntrons, 
e o gene de colageno la2 da galinha contem no mfni- 
mo 50 fntrons. O gene do colageno tern 37.000 pares de 
nucleotidios, mas da origem a uma molecula de mRNA 
com apenas 4.600 nucleotidios. Outros genes contem 
relativamente poucos fntrons, mas alguns fntrons sao 















Capftuto 11 j Transcrigao e Processamento do RNA 281 


muito grandes. Por exemplo, o gene UUrabithorax ( Ubx) 
de Drosophila contem um mtron com aproximadamente 
70.000 pares de nucleotidios de comprimento. O maior 
gene caracterizado ate hoje e o gene DMD humano, que 
causa distrofia muscular de Duchenne quando tornado 
inativo por mutagao. O gene DMD abrange 2,5 milhoes 
de pares de nucleotidios e contem 78 mtrons. 

Em bora os mtrons estejam presentes na maioria dos 
genes de animais e vegetais superiores, nao sao essenciais 
porque nem todos esses genes contem mtrons. Os genes 
de histona do ourigo-do-mar e quatro genes de choque 
termico de Drosophila estao entre os primeiros genes de 
animais cuja ausencia de mtrons foi demonstrada. Agora 
sabemos que muitos genes de animais superiores e vege¬ 
tais nao tem mtrons. 

I'NTRONS I SIGNIFICADO BIOL6GICO? 

Atualmente, os cientistas sabem relativamente pouco 
sobre o significado biologico da estrutura de exons-fn- 
trons de genes eucarioticos. O tamanho dos mtrons 
varia muito, de cerca de 50 a milhares de pares de 
nucleotidios de comprimento. Esse fato levou a suges- 
tao de que os mtrons podem participar da regulagao 
da expressao genica. Embora o mecanismo de regu¬ 
lagao da expressao pelos mtrons nao esteja claro, no¬ 
vas pesquisas mostraram que alguns mtrons contem 
sequencias capazes de regular a expressao genica de 
maneira positiva ou negativa. Outros mtrons contem 
promotores tecido-especfficos alternatives; ainda ou¬ 
tros contem sequencias que promovem o acumulo de 
transcritos. O fato de que os mtrons acumulam novas 
mutagoes com muito mais rapidez que os exons indi- 


ca que muitas das sequencias especfficas de pares de 
nucleotidios de mtrons, com excegao das extremida- 
des, nao sao muito importantes. 

Em alguns casos, os diferentes exons de genes codifi- 
cam diferentes dommios funcionais dos produtos geni- 
cos proteicos. Isso e mais evidente no caso dos genes co- 
dificadores de cadeias pesadas e leves de anticorpos (ver 
Figura 20.17). No caso dos genes da globina de mamffe- 
ros, o exon intermediario codifica o dommio de ligagao 
ao heme da protema. Muito se especulou que a estrutu¬ 
ra de exon-mtron de genes eucarioticos e resultado da 
evolugao de novos genes pela fusao de genes ancestrais 
ininterruptos (exon unico). Se essa hipotese estiver cor- 
reta, os mtrons podem ser simples residuos do processo 
evolutivo. 

Os mtrons tambem podem conferir uma vantagem 
seletiva por aumento da frequencia com que sequencias 
codificadoras em diferentes exons de um gene podem 
se recombinar, assim acelerando o processo da evolu¬ 
gao. Em alguns casos, outras vias de recomposigao de 
um transcrito produzem uma famflia de protemas rela- 
cionadas. Nesses casos, os mtrons resultam na criagao de 
multiplos produtos a partir de um unico gene. A recom¬ 
posigao alternativa do transcrito de troponina T de rato 
e ilustrada na Figura 19.2. No caso do gene mitocondrial 
de levedura que codifica o citocromo b, os mtrons con¬ 
tem exons de genes codificadores de enzimas implicadas 
no processamento do transcrito primario do gene. Por- 
tanto, diferentes mtrons podem, na verdade, ter papeis 
diferentes, e muitos mtrons podem nao ter significado 
biologico. Ja que muitos genes eucarioticos nao contem 
mtrons, essas regioes nao codificadoras nao sao necessa- 
rias para a expressao normal do gene. 


PONTOS ESSENCIAIS • A maioria dos genes eucarioticos e segmentada em sequencias codificadoras, chamadas exons, 

e sequencias nao codificadoras, chamadas mtrons 

• Alguns genes contem mtrons muito grandes; outros abrigam grande quantidade de pequenos 
mtrons 

• O significado biologico dos mtrons ainda estd em discus sao. 


Remogao de sequencias de mtrons por 
recomposigao de RNA 


Os fntrons nao codificadores sao exdsados de transcritos 
genicos por varies mecanismos diferentes. 

A maioria dos genes nucleares que codifica protemas em 
eucariotos multicelulares contem fntrons. Uma quanti¬ 
dade men or, mas ainda grande, dos genes de eucariotos 
unicelulares, como as leveduras, contem mtrons. Raros 
genes de arqueobacterias e de alguns virus de procario- 
tos tambem contem mtrons. 

No caso desses genes “interrompidos”, o transcrito pri¬ 
mario contem toda a sequencia do gene, e as sequencias 


de mtrons sao excisadas durante o processamento do 
RNA (Figura 11.12). 

No caso de genes que codificam protemas, o mecanis¬ 
mo de recomposigao tem de ser preciso; e imp rescind fvel 
que una as sequencias do exon com acuracia a um uni¬ 
co nucleotfdio para garantir a leitura correta dos codons 
nos exons distais aos mtrons (Figura 11.20). Esse grau de 
acuracia parece exigir sinais precisos de recomposigao, 
provavelmente sequencias nucleotfdicas nos mtrons e 
nasjungoes exon-mtron. Contudo, nos transcritos prima¬ 
ries de genes nucleares, as unicas sequencias totalmente 
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■ RCURA 11.20 Excisao de sequences de introns dos transcritos pri¬ 
maries por recomposigao de RNA. O mecanismo de recomposigao 
tem de ser precise para o nucleotfdio de maneira a garantir a tradugao 
correta dos codons em exons na regiao 3' para produzir a sequencia 
correta de aminoacidos no produto polipeptidico. 


conservadas de diferentes mtrons sao as sequencias dinu- 
cleotidicas nas extremidades dos mtrons, a saber 


mtron 



exon-GT..AG-exon 

As sequencias mostradas aqui correspondem ao filamen- 
to nao molde de DNA (equivalente ao transcrito de RNA, 
mas com T em vez de U). Alem disso, ha sequencias de 
consenso curtas nas jungoes exon—intron. Para os genes 
nucleares, as jungoes de consenso sao 

exon intron exon 


A 64 G7 3 G 100 1 10Q A 68 A 68 G 84 ’1 63 .6Py 74 , 87 N C 6 5A 100 G 100 N 

Os subscritos numeric os indicam as frequencias percen- 
tuais das bases de consenso em cada posigao; assim, um 
subescrito 100 indica que ha sempre uma base nessa posi¬ 
gao. N e Py indicam que qualquer um dos quatro nucleo- 
tfdios padronizados ou pirimidina, respectivamente, 
podem estar presentes na posigao indicada. As jungoes 
exon-mtron sao diferentes nos genes para tRNA e genes 
estruturais nas mitocondrias e cloroplastos, que usam di¬ 
ferentes mecanismos de recomposigao do RNA. No en- 
tanto, diferentes especies apresentam alguma conserva- 
gao de sequencias nas jungoes exon—intron. 

Uma pesquisa recente mostrou que a recomposigao 
e as sequencias de mtrons podem influenciar a expres- 
sao genica. Evidencias diretas de sua importancia ad- 
vieram de mutagoes nesses sitios que causam fenotipos 
mutantes em muitos eucariotos diferentes. Na verdade, 
as vezes essas mutagoes sao responsaveis por doengas 
hereditarias em seres humanos, como disturbios da he- 
moglobina. 



A descoberta de mtrons nao codificadores nos ge¬ 
nes despertou grande interesse no{s) mecanismo(s) de 
retirada das sequencias de mtrons durante a expressao 
genica. A demonstragao inicial de que as sequencias de 
mtrons em genes eucarioticos eram transcritas com as 
sequencias de exons concentrou as pesquisas no proces¬ 
samento de transcritos genicos primarios. Assim como 
os sistemas in vitro ofereceram informagoes importantes 
sobre os mecanismos de transcrigao e tradugao, a chave 
para compreender os eventos de recomposigao do RNA 
foi o desenvolvimento de sistemas de recomposigao in vi¬ 
tro. Com o auxilio desses sistemas, os pesquisadores mos- 
traram que existem tres tipos de excisao de mtrons dos 
transcritos de RNA. 

1. Os mtrons de precursores do tRNA sao excisados por 
clivagem endonucleotfdica precisa e reagoes de liga- 
gao catalisadas por atividades de endonuclease e ligase 
de recomposigao especial. 

2. Os mtrons de alguns precursores de rRNA sao retira- 
dos por mecanismo autocalitico em uma reagao espe- 
cffica mediada pela propria molecula de RNA. (Nao 
ha participagao de atividade enzimatica da protema.) 

3. Os mtrons de transcritos de pre-mRNA nucleares 
(hnRNA) sao excisados em reagoes em duas etapas 
efetuadas por particulas de ribonucleoprotema com- 
plexas chamadas espliceossomos. 

Esses tres mecanismos de excisao de mtrons serao 
apresentados nas proximas tres segoes. Existem outros 
mecanismos que, por uma questao de concisao, nao se¬ 
rao expostos aqui. 

RECOMPOSigAO DO PRECURSOR DE 
tRNA | ATIVIDADES ESPECIFICAS DE 
NUCLEASE E LIGASE 

A reagao de recomposigao do precursor de tRNA foi ana- 
lisada em detalhes na levedura Saccharomyces cerevisiae. Na 
analise do mecanismo de recomposigao de tRNA em S. 
cerevisiae usaram-se tanto sistemas de recomposigao in 
vitro quanto mutantes no sitio de recomposigao termos- 
sensfveis. A excisao de mtrons dos precursores de tRNA 
da levedura ocorre em do is estagios. No estagio I, uma en¬ 
donuclease de recomposigao ligada a membrana nuclear faz 
dois cortes precisos nas extremidades do intron. Depois, 
no estagio II, a ligase de recomposigao une as duas metades 
do tRNA e produz a forma madura da molecula de tRNA. 
A especificidade dessas reagoes esta nas caracteristicas tri- 
dimensionais conservadas dos precursores de tRNA, nao 
nas sequencias nucleotidicas propriamente ditas. 

RECOMPOSICAO autocatalItica 

Um tema geral em biologia e que o metabolismo ocorre 
por meio de sequencias de reagoes catalisadas por en- 
zimas. Essas enzimas importantissimas geralmente sao 
proteinas, as vezes sao polipeptidios e, outras vezes, he- 
teromultimeros complexos. Ocasionalmente, as enzimas 
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necessitam de cofatores nao proteicos para executar suas 
fungoes. Quando ha alteragao de ligagoes c ovale ntes, ge- 
ralmente se presume que a reagao e catalisada por uma 
enzima. Portanto, houve grande surpresa quando Tho¬ 
mas Cech e seus colaboradores descobriram, em 1982, 
que o mtron no precursor do rRNA de Tetrahymena ther- 
mophila era excisado sem que houvesse nenhuma ativida- 
de catalidca de protemas. Agora, porem, esta claro que 
a atividade de recomposigao que excisa o mtron desse 
precursor de rRNA e intrinseca da propria molecula de 
RNA. Na verdade, Cech e Sidney Altman compartilha- 
ram o Premio Nobel de Quimica de 1989 pela descoberta 
dos RNA cataliticos. Alem disso, essa autorrecomposigao ou 
atividade autocataUiica ocorre em precursores de rRNA de 
varios eucariotos inferiores e em grande quantidade de 
precursores de rRNA, tRNA e mRNA em mitocondrias 
e cloroplastos de muitas especies diferentes. No caso de 
muitos desses fntrons, o mecanismo de autorrecompo¬ 
sigao e igual ou muito semelhante ao empregado pelos 
precursores de rRNA de Tetrahymena (Figura 11.21). Em 


outros, o mecanismo de autorrecomposigao e semelhan¬ 
te ao mecanismo de recomposigao observado nos pre¬ 
cursores de mRNA nuclear, porem sem participagao do 
espliceossomo (veja a proxima segao). 

A excisao autocatalftica do intron no precursor do 
rRNA de Tetrahymena e de alguns outros rntrons nao re- 
quer fonte de energia externa nem atividade catalitica de 
protemas. Em vez disso, o mecanismo de recomposigao 
conta com a participagao de uma serie de transferences 
de ligagao fosfoester, sem perda nem ganho de ligagoes 
no processo. A reagao requer um nucleosidio ou nucleo- 
tidio guanina com um grupo 3'-OH livre (GTP, GDP, 
GMP ou guanosina) como coiator mais um cation mono- 
valente e um cation divalente. A G-3 -OH e indispensavel; 
nao pode ser substituida por nenhuma outra base no co- 
fator do nucleosidio ou nucleotfdio. O fntron e excisado 
por duas transferencias de ligagao fosfoester e, depois, o 
intron excisado pode ser circularizado por meio de outra 
translerencia de ligagao fosioester. A Figura 11.21 ilustra 
essas reagoes. 
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■ FIGURA 11.21 Diagrama do mecanismo de autorrecomposigao do 
precursor de rRNA de Tetrahymena thermophila e subsequente circu- 
larizagao do intron excisado. 
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A circularizagao autocatalitica do mtron excisado 
sugere que a autorrecomposigao desses precursores de 
rRNA ocorre principalmente, se nao totalmente, na pro- 
pria estrutura do mtron. E provavel que a atividade auto- 
catalftica dependa da estrutura secundaria do intron ou, 
ao menos, da estrutura secundaria da molecula precur- 
sora de RNA. As estruturas secundarias desses RNA que 
se autorrecompoem causa jus taposigao dos grupos reati- 
vos para possibilitar as transferencias da ligagao fosfo- 
ester. Uma vez que as transferencias de ligagao fosfoester 
para autorrecomposigao sao reagoes que podem ser re- 
vertidas, a rapida degradagao dos fntrons excisados ou 
a exportagao do rRNA recompostos para o citoplasma 
podem levar avante a recomposigao. 

Observe que as reagoes de recomposigao autocatali¬ 
tica sao de natureza intramolecular e, portanto, nao de¬ 
pendent da concentragao. Alem disso, os precursores de 
RNA sao capazes de formar um centra ativo ao qual se 
liga o cofator guanosina-3'-QH. A recomposigao auto- 
catalftica desses precursores de rRNA demonstra que os 
sftios catalfticos nao estao restritos as protefnas; no en- 
tanto, nao ha atividade catalitica trans como nas enzimas, 
apenas atividade catalitica cis. Alguns cientistas acreditam 
que a recomposigao autocatalitica do RNA pode ser um 
vestfgio de um mundo inicial a base de RNA. 


RECOMPOSICAO DE PRE-mRNA | 
snRNA, snRNP E ESPLICEOSSOMO 

Os l'ntrons nos pre-mRNA nucleares sao excisados em 
duas etapas, assim como os mtrons nos precursores do 
tRNA de leveduras e nos precursores do rRNA de Te- 
trahymena comentados nas duas segoes anteriores. No 
entanto, os introns nao sao excisados por nucleases e 
ligases de recomposigao simples nem por mecanismo 
autocalftico, e tambem nao ha necessidade de cofa¬ 
tor guanosina. Em vez disso, a recomposigao do pre- 
mRNA nuclear esta a cargo dos espliceossomos, estruturas 
complexas de RNA-protefnas. Essas estruturas asseme- 
lham-se, em muitos aspectos, a pequenos ribossomos. 
Elas content um conjunto de pequenas moleculas de 
RNA denominadas snRNA (pequeno RNA nuclear) e 
cerca de 40 protefnas diferentes. Ja se conhecem os dois 
estagios na recomposigao do pre-mRNA nuclear (Figu- 
ra 11.22), mas alguns detalhes do processo de recompo¬ 
sigao ainda sao incertos. 

Cinco snRNA, denominados Ul, U2, U4, U5 e U6, 
participant da recomposigao do pre-mRNA nuclear como 
componentes do espliceossomo. (O snRNA U3 esta no 
nucleolo e provavelmente participa da formagao de ri¬ 
bossomos.) Em mamfferos, o tamanho desses snRNA va- 
ria de 100 (U6) a 215 nucleotfdios (U3). Alguns snRNA 
na levedura S. cerevisiae sao muito maiores. Esses snRNA 
nao existem como moleculas de RNA livres. Em vez 
disso, estao presentes em complexos de pequeno RNA 
nuclear-protefna denominados snRNP (do ingles, small- 
nuclear ribonucleoproteins, pequenas ribonucleoprotefnas 
nucleares). Os espliceossomos sao montados a partir de 
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■ FIGURA 11.22 Supostos papeis das snRNP que contem snRNA na 
recomposigao do pre-mRNA nuclear. 


quatro diferentes snRNP e fatores de recomposigao de 
protefnas durante o processo de recomposigao. 

Cada um dos snRNA Ul, U2 e U5 esta presente sozi- 
nho em uma partfcula de snRNP especffica. Os snRNA 
U4 e U6 estao presentes juntos em uma quarta snRNP; 
os snRNA U4 e U6 contem duas regioes de complemen- 
taridade intermolecular que formam pares de bases na 
snRNP U4/U6. Cada um dos quatro tipos de partfculas 
de snRNP contem um subgrupo de sete protefnas snRNP 
bem caracterizadas alem de uma ou mais protefnas ex- 
clusivas do tipo especffico da partfcula de snRNP. 

O primeiro estagio na recomposigao do pre-mRNA nu¬ 
clear e a clivagem no sftio de recomposigao 5' do mtron 
(I GU-fntron) e a formagao de uma ligagao fosfodiester 
































Capitulo 11 | Transcrigao e Processamento do RNA 285 


intramolecular entre o carbono 5' da G no sftio de cliva- 
gem e o carbono 2' de um resfduo A conservado perto da 
extremidade 3' do nitron. Esse estagio ocorre em espli- 
ceossomos completes (Figura 11.22) e requer a hidrolise 
do ATP. I la evidencias de que a snRNP U1 tenlia de se 
ligar ao sftio de recomposigao 5' antes da reagao de cli- 
vagem inicial. O reconheeimenlo do sftio de clivagem na 
extremidade 5' do intron provavelmente implica parea- 
mento de bases entre a sequencia de consenso nesse sftio 
e uma sequencia complementar perto da terminagao 5' 
do snRNA Ul. No entanto, a especifieldade da ligagao de 
pelo menos algumas snRNP as sequencias de consenso 
do nitron exige tanto os snRNA quanto protefnas snRNP 
especfficas. 


A segunda snRNP a set* acrescentada ao complexo de 
recomposigao parece ser a snRNP U2; esta se liga a se¬ 
quencia de consenso que contem o resfduo A conservado 
qtte forma o ponto de ramificagao na estrutura de lago 
do nitron recomposto. Ein seguida, a snRNP U5 liga-se ao 
sftio de recomposigao 3', e a snRNP U4/U6 e acrescenta¬ 
da ao complexo para produzir o espliceossomo completo 
(Figura 11.22). Quando o sftio de recomposigao 5' do fn- 
tron e clivado na l a etapa, a snRNA U4 se solta do esplice¬ 
ossomo. Na 2- etapa da reagao de recomposigao, o sftio de 
recomposigao 3' do nitron e clivado, e os dois exons sao 
unidos por uma ligagao fosfodiester 5 -3' normal {Figu¬ 
ra 11.22). Agora o mRNA recomposto esta pronto para ser 
exportado para o citoplasma e traduzido em ribossomos. 


PONTOS ESSENCIAIS 


As sequencias de nitrons nao codificadores scto excisadas dos transcritos de RNA no nucleo 
antes de sea transporte para o citoplasma 

Os introns nos precursores do tRNA sdo removidos pela agdo conjunta de uma endonuclease e 
uma ligase de recomposigao, enquanto a excisao dos introns em alguns precursores do rRNA e 
autocatalitica - sem participa^do de proteina catalitica 

Os introns nos pre-mRNA nucleares sdo excisados em estruturas de ribonudeoprotemas 
complexas chamadas espliceossomos 

O pmcesso de excisao de introns tern de ser pretiso, com acurada em nivel de nucleotidios, para 
garantir que os codons nos exons distais aos introns sejam lidos corretamente durante a tradugao. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 



Se o filamento-molde de um segmento de um gene 
tem a sequencia nucleotfdica 3'-GCTAAGC-5', 
qual e a sequencia nucleotfdica do transcrito de 
RNA especificado por esse segmento de gene? 


Filamento-molde de DNA: 

(sequencia —35) (sequencia —10) 

3'-AACTGT-( 18 bases)-ATATTA-(8 bases)-GGGAAGGTCAC-5' 


Transcrito de RNA: 


5 '-GCCUUCCAGUG-3' 


Resposta: O transcrito de RNA e complementar ao fila¬ 
mento-molde e tern polaridade qufmica oposta, 
como na iluslragao adiante: 

Filamento-molde de DNA: 3'GCTAAGC-5' 


Transcrito de RNA: 5'CGAUUCG-5' 

2. Se o filamento nao molde de um gene em E. coli 
tinha a sequencia: 

5'-TTGAGA-{ 18 bases)-TATAAT-(8 bases) -GCCTTCCAGTG-3' 

qual seria a sequencia nucleotfdica no transcrito de 
RNA desse gene? 

Resposta: O gene contem sequencias promotoras -35 e 
-10 perfeitas. A transcrigao deve ser iniciada em 
um sftio de cinco a nove bases downstream a se¬ 
quencia -10 TATAAT, e a terminagao 5' do transcri¬ 
to deve corner uma purina. O filamento-molde e a 
extremidade 5' do transcrito devem ter a seguinte 


3. Se o filamento nao molde mostrado no Exercfcio 
2 fosse parLe de um gene de Drosophila em vez de E. 
coli, o transcrito produzido seria igual? 

Resposta: Nao, porque as sequencias promotoras que 
controlam a transcrigao em eucariotos como Droso¬ 
phila sao diferentes dos promotores em procariotos 
como a E. coli Portanto, o gene de E. coli provavel¬ 
mente nao seria transcrito se presente em Drosophila. 

4. Q transcrito primario ou pre-mRNA de um gene 
nuclear em chimpanze tem a sequencia: 

5'-G-exon 1 -AGGUAAGC-fntron-CAGUC-exon 2-A-3' 

Depois da excisao do nitron, qual e a sequencia 
mais provavel do mRNA? 

Resposta: Os nitrons contem terminagoes dinucleotfdicas 
altamente conservadas: 5'-GT—AG-3' no filamento 
nao molde de DNAou 5'-GU—AG-3' no transcrito de 
RNA. Portanto, e quase certo que a sequencia do ni¬ 
tron seja 5'-GUUAAGC-fntron— GAG-3'. Com a ex¬ 
cisao precisa do nitron, a sequencia do mRNA sera: 

5'-G-exon 1-AGUC-exon 2-A-3' 


estrutura: 
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Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Algumas protefnas human as de importancia clfnica, 
como a insulina e o hormonio do crescimento, estao 
sendo produzidas em bacterias. Com o auxflio da en- 
genharia genetica, as sequencias de DNA que codifi- 
cam essas protefnas foram introduzidas em bacterias. 
Voce deseja introduzir am gene humano em E. coli e 
quer que esse gene produza grande quantidade do 
produto genic o humano nas bacterias. Supondo-se 
que seja possfvel isolar o gene humano de interesse 
e introduzi-lo em E. coli, que problemas encontraria 
na tentativa de alcangar sen objetivo? 

Resposta: As sequencias promotoras necessarias para ini- 
ciar a transcrigao sao muito diferentes em mamffe- 
ros e bacterias. Portanto, o gene so sera expresso em 
E. coli se voce prime iro fun dir sua regiao codificado- 
ra a um promotor bacteriano. Alem disso, seu gene 
humano provavelmente contera nitrons. Como as 
celulas de E. coli nao contem espliceossomos ou me- 
canismo equivalente de excisao de nitrons dos trans- 
critos de RNA, a expressao do gene humano nao 
sera correta se ele contiver nitrons. Como podemos 
ver, a expressao de genes eucarioticos em celulas 
procarioticas nao e uma larefa trivial. 

2. Um gene de (3-globina humana foi purificado e in- 
serido em um cromossomo linear de bacteriofago 
lambda, produzindo a seguinte molecula de DNA; 

DNA de X Exon 1 intron 1 Exon 2 intron 2 Exon 3 DNA de). 



Se essa molecula de DNA for hibridizada com o 
mRNA da (3-globina humana em condigoes qtie fa- 
voregam duplex de DNA-RNA em detrimento dos 
duplex de DNA-DNA (condigoes de mapeamento 
de alga R) e o produto for observado ao micros¬ 
copic eletronico, que estrutura de acido nucleico 
voce espera ver? 


Resposta: O transcrito primario desse gene da (3-globina 
humana contera ambos os nitrons e lodos os ties 
exons. No entanto, antes de sua exportagao para o 
citoplasma, as sequencias de nitrons serao excisa- 
das do transcrito. Portanto, a molecula de mRNA 
madura contera as ti es sequencias de exons recom- 
postas sem sequencias de nitrons. Em condigoes de 
alga R, o mRNA sera hibridizado com o filamento 
complementar de DNA, deslocando o filamento 
de DNA equivalente. Contudo, como o mRNA nao 
contem sequencias de nitrons, os nitrons permane- 
cem como regioes de DNA bifilamentar, como mos- 
tra o diagrama a seguir. 


“Alcas R" de DNA de exon 

* 

unifitamentar deslocado 



intron 1 intron 2 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


11.1 Diferencie o DNA do RNA em relagao aos aspec- 
tos (a) qufmico, (b) funcional e (c) de localiza- 
gao na celtila. 

11.2 Que bases no transcrito de mRNA represe n lariani a se¬ 
guinte sequencia de DNA-molde: 5'-TGCAGACA-3'? 

11.3 Que bases no filamento transcrito de DNA dariam 
origem a seguinte sequencia de bases de mRNA: 
5'-CUGAU-3? 

11.4 Que evidencias serviram de base a formulagao da 
hipotese do RNA mensageiro? 

11.5 Em que locals da celula eucariotica ocorre a sfnte- 
se proteica? 

11.6 Cite tres diferengas entre os mRNA de eucariotos e 
procariotos. 

11.7 Quais os diferentes tipos de moleculas de RNA 
presentes nas celulas procarioticas? E nas celulas 


eucarioticas? Que papeis essas diferentes classes de 
moleculas de RNA desempenham na celula? 

11.8 A maioria dos genes eucarioticos contem fntrons 
nao codificadores que separam as sequencias codi- 
ficadoras ou exons desses genes. Em que estagio da 
expressao desses genes interrompidos sao removi- 
das as sequencias de nitrons nao codificadores? 

11.9 Durante varias decadas, o dogma da biologia foi 
que as reagoes moleculares em celulas vivas sao 
catalisadas por enzimas constitufdas de polipep- 
tfdios. Agora sabemos que os fntrons de algumas 
moleculas precursoras de RNA, como os precur- 
sores do rRNA em Tetrahymena, sao removidos por 
metodo autocatalftico (“autorrecomposigao”) sem 
a participagao de nenhuma protefna catalftica. O 
que a demonstragao da recomposigao autocatalfti- 
ca indica em relagao ao dogma de que as reagoes 
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biologicas sempre sao catalisadas por enzimas pro- 
teicas? 

11.10 Qual e o papel dos espliceossomos nas vias de ex- 
pressao genica? Qual e sua estrutura macromole- 
cular? 


11.11 Que componentes dos fntrons de genes nucleares 
codificadores de p rote fnas em eucariotos super! o- 
res sao conservados e necessarios para a excisao 
correta das sequencias de fntrons dos transcritos 
primarios por espliceossomos? 


11.12 Correlacione um dos termos a seguir a cada des- 
crigao apresentada. Termos: (1) fator sigma (ct); 

(2) cauda poli(A); (3) TATAAT; (4) exons; 
(5) TATAAAA; (6) RNA polimerase III; (7) fntron; 
(8) RNA polimerase II; (9) RNA nuclear heteroge- 
neo (hnRNA); (10) snRNA; (11) RNA polimerase I; 
(12) TTGACA (13) GGCCAATCT (sequencia CAAT). 


Describes: 

(a) Sequencia intercalar encontrada em muitos genes 
eucarioticos. 

(b) Sequencia nucleotidica conservada (—30) em pro- 
motores eucarioticos participantes da iniciagao da 
transcrigao. 

(c) Pequenas moleculas de RNA localizadas nos nucle- 
os de celulas eucariodcas, a maioria como compo¬ 
nentes do espliceossomo, que participa da excisao 
de fntrons dos transcritos de genes nucleares. 

(d) Sequencia (—10) no filamento nao molde dos pro- 
motores de E. colt que facilita o desenrolamento lo- 
calizado do DNA quando forma um complexo com 
a RNA polimerase. 

(e) RNA polimerase nuclear que catalisa a sfntese de 
todo os RNA, exceto a do pequeno rRNA 5S. 

(f) Subunidade de RNA polimerase procariotica respon- 
savel pela iniciagao da transcrigao em promotores. 

(g) Uma sequencia promotora de E. coli distante 35 
nucleotfdios, em diregao 5', do sftio de iniciagao 
da transcrigao; atua como sftio de reconhecimento 
para o fator sigma. 

(h) RNA polimerase nuclear que catalisa a sfntese das 
moleculas de RNA transportador e dos pequenos 
RNA nucleares. 

(i) Trecho de poliadenosina com 20 a 200 nucleotfdios 
de comprimento que e acrescentado a extremidade 
3' da maioria dos RNA mensageiros eucarioticos. 

(j) RNA polimerase que transcreve genes nucleares 
que codificam protefnas. 

(k) Uma sequencia conservada no filamento nao mol¬ 
de de promotores eucarioticos distante cerca de 80 
nucleotfdios, upstream, do sftio de infcio da transcrigao. 

(l) Segmentos de um gene eucariotico que correspon¬ 
dent as sequencias no transcrito de RNA processado 
final desse gene. 

(m) A populagao de transcritos primarios no nucleo de 
uma celula eucariotica. 


11.13 (a) Qual destas sequencias nucleotfdicas do 
pre-mRNA nuclear pode conter um intron? 

(1) 5'-UGACCAUGGCGCUAACACUGCCAAUUG- 
GCAAU ACU GAG C U GAUAGCAU CAGC CAA-3' 


(2) 5'-UAGUCUCAUCUGUCCAUUGACUUC- 
GAAACU GAAU CGUAACU CCUACGUCUAU GGA-3' 

(3) 5' -UAGCUGUUUGUCAUGACUGACUGGUCACU- 
AUCGUACUAACCUGUCAUGCAAUGUC-3' 

(4) 5'-UAGCAGUUCUGUCGCCUCGUGGUGCUGCUG- 
GCCCUUCGUCGCUCGGGCUUAGCUA-3' 

(5) 5 -L AGGUUCGCAUUGACGUAGU UCL GAAAC- 
UACU AACUACUAACGCAU CGAGU CUCAA-3' 

(b) Um dos cinco pre-mRNA mostrados em (a) 
pode passar por recomposigao de RNA para excisar 
uma sequencia de intron. Que sequencia nucleotf- 
dica de mRNA e esperada dessa recomposigao? 

11.14 Qual e a fungao dos fntrons em genes eucarioticos? 

11.15 Determinado gene e inserido no cromossomo de 
fago lambda, e observa-se que content tres fntrons. 
(a) O transcrito primario desse gene e purificado a 
partir de nucleos isolados. Quando esse transcrito 
primario e hibridizado em condigoes de alga R com 
o cromossomo recombinante de lambda que tern o 
gene, qual e a aparencia da alga R? Identifique as es- 
truturas no seu diagrama. (b) O mRNA produzido 
a partir do transcrito primario desse gene e isolado 
de polirribossomos citoplasmaticos e examinado da 
mesma maneira por hibridizagao da alga R usando 
o cromossomo recombinante de lambda que tem 
o gene. Desenhe a aparencia da alga R quando for 
usado o mRNA citoplasmatico. Mais uma vez, iden¬ 
tifique os componentes do diagrama. 

11.16 Um segmento de DNA em E. coli tem a seguinte 
sequencia de pares de nucleotfdios: 

3' -ATGCTACTGCTATT CGCTGTATCG - S' 

[ I I ! I I I [ I I I I I I 1 ! ! I I I 1 T ! I 

5 '-TACG ATGACG ATA AGCG AC ATAGC - 3' 

Quando esse segmento de DNA for transcrito por 
RNA polimerase, quais serao as sequencias de 
nucleotfdios no transcrito de RNA se o promotor 
estiver a esquerda da sequencia mostrada? 

11.17 Um segmento de DNA em E. coli tem a seguinte 
sequencia de pares de nucleotfdios: 

3 '-ATATT ACTGC A ATGGGCTGT ATCG- 

! I I ! I I I I I ! I I I I I I I I i I I I I I 

5 '-TATA ATG ACGTTACCCGAC ATAGC- 
ATGCT ACTGCT ATTCGCTGTATCG - 5' 

I I I I I I II I I I I I f I I I I I I I i I ! 

T ACG ATGACG AT A AGCG AC AT AGC - 3' 

Quando esse segmento de DNA for transcrito por 
RNA polimerase, qual sera a sequencia de nucleo¬ 
tfdios no transcrito de RNA? 

11.18 Um segmento de DNA em E. coli tem a seguinte 
sequencia de pares de nucleotfdios: 

3' -AACTGTACGTGCTACCTTGCTGATATTACT- 

I I ! I 1 I I I I ! M I I I II I I I I I I I! II I I I 

5'-TTGA CATGCA CGATGGA ACG ACTATA ATG A- 
GCA ATGGGCTGTATCG ATGCTACTGCT AT- 5' 

I I I I f I I I I I II 1 I I I II I I II I I I I I I I 

CGTTACC CGA C AT AGCT ACG ATGACG ATA-3' 
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Quando esse segmento de DNA for transcrito por 
RNA polimerase, qual sera a sequencia de nucleo¬ 
tfdios no transcrito de RNA? 

11.19 Um segmento de DNA humano tem a seguinte se¬ 
quencia de pares de nucleotfdios: 

3' -AT ATTT ACGTG CT AC CTTGCTG ATAGG ACT - 
5' -TATAAATGCACGATGGAACGACTATCCTGA- 
GC A ATGGGCTGTATCGATGCTACTGCT AT- 5' 

C GTTACC CGA CATAGCTACGATGA CGATA -3 ' 

Quando esse segmento de DNA for transcrito por 
RNA polimerase, qual sera a sequencia de nucleo¬ 
tfdios no transcrito de RNA? 

11.20 O genoma de um ser humano precisa armazenar 
uma enorme quantidade de informagoes usan- 
do os quatro pares de nucleotfdios existentes no 
DNA. O que nos ensinam o codigo Morse e a lin- 
guagem de computador sobre a viabilidade de ar- 
mazenamento de grande quantidade de informa¬ 
goes usando um alfabeto de apenas quatro letras? 

11.21 Qual e o dogma central da genetica molecular? 
Que impacto teve sobre o dogma central a desco- 
berta dos virus tumorais de RNA? 

11.22 A biossfntese do metabolito X ocorre em seis eta- 
pas catalisadas por seis enzimas diferentes. Qual e 
o numero mfnimo de genes necessario para o con- 
trole genetico dessa via metabolica? Poderia haver 
participagao de mais genes? Por que? 

11.23 O que tem em comum os processos de sfntese de 
DNA, de RNA e de polipeptfdios? 

11.24 Quais sao os dois estagios da expressao genica? 
Onde ocorrem em uma celula eucariotica? Em 
uma celula procariotica? 

11.25 Compare as estruturas de transcritos primarios 
com as estruturas de mRNA em procariotos e eu- 
cariotos. Em media, em que grupo de organismos 
elas sao mais diferentes? 

11.26 Quais sao os cinco tipos de moleculas de RNA 
que participam do processo de expressao genica? 
Quais sao as fungoes de cada tipo de RNA? Que ti¬ 
pos de RNA executam suas fungoes (a) no nucleo 
e (b) no citoplasma? 

11.27 Por que a necessidade de um RNA intermediario 
na sfntese proteica e mais evidente em eucariotos? 
Como os pesquisadores demonstraram pela pri- 
meira vez que a sfntese de RNA ocorria no nucleo 
e que a sfntese proteica ocorria no citoplasma? 

11.28 Dois genes eucarioticos codificam dois polipeptf¬ 
dios diferentes, cada um deles com 335 aminoa- 
cidos de comprimento. Um gene contem apenas 
um exon; o outro gene contem um fntron com 
41.324 pares de nucleotfdios. Que gene deve ser 


transcrito em menos tempo? Por que? Quando os 
mRNA especificados por esses genes forem tradu- 
zidos, que mRNA deve ser traduzido em menos 
tempo? Por que? 

11.59 Crie um experimento para demonstrar que os 
transcritos de RNA sao sintetizados no nucleo de 
eucariotos e, em seguida, transportados ate o cito¬ 
plasma. 

11.30 Isolou-se todo o RNA de celulas humanas culti- 
vadas. Esse RNA foi misturado a filamentos nao 
molde (filamentos unicos) do gene humano co- 
dificador da enzima timidina quinase, e a mistura 
de RNA-DNA foi incubada por 12 h em condigoes 
de renaturagao. Espera-se que haja a formagao de 
duplex de RNA-DNA durante a incubagao? Em 
caso afirmativo, por que? Em caso negativo, por 
que nao? O mesmo experimento foi realizado 
usando o filamento-molde do gene da timidino- 
quinase. Espera-se que haja formagao de duplex 
de RNA-DNA nesse segundo experimento? Em 
caso afirmativo, por que? Em caso negativo, por 
que nao? 

11.31 Duas preparagoes de RNA polimerase de E. coli sao 
usadas em experimentos separados para catalisar a 
sfntese de RNA in vitro usando um fragmento pu- 
rificado de DNA que tem o gene argH como DNA 
molde. Uma preparagao catalisa a sfntese de ca- 
deias de RNA com tamanhos muito heterogeneos. 
A outra preparagao catalisa a sfntese de cadeias 
de RNA com tamanhos iguais. Qual e a diferenga 
mais provavel na composigao das RNApolimerases 
nas duas preparagoes? 

11.32 A transcrigao e a tradugao estao acopladas em 
procariotos. Por que isso nao acontece em euca¬ 
riotos? 

11.33 Quais sao os dois elementos quase sempre presen- 
tes nos promotores de genes eucarioticos transcri¬ 
tos pela RNA polimerase II? Onde estao localiza- 
dos esses elementos em relagao ao sftio de infcio 
da transcrigao? Quais sao as suas fungoes? 

11.34 De que mane inis a maioria dos transcritos de ge¬ 
nes eucarioticos e modificada? Quais sao as fun- 
goes dessas modificagoes pos-transcrigao? 

11.35 Como a edigao do RNA contribui para a diversida- 
de de protefnas em eucariotos? 

11.36 Qual e a diferenga entre os mecanismos de excisao 
dos fntrons de precursores de tRNA, precursores 
de rRNA de Tetrahymena e pre-mRNA nucleares? 
De que processo participa o snRNA? Qual e o pa- 
pel desse snRNA? 

11.37 Uma mutagao de um gene humano essencial troca 
de GT para CC o sftio de recomposigao 5' de um 
grande fntron. Qual deve ser o fenotipo de um in- 
divfduo homozigoto para essa mutagao? 
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11.38 Isolou -se todo o RNA dos nucleos de celulas hu- 
manas cultivadas. Esse RNA foi misturado a um 
fragmento de DNA desnaturado e purificado 
que tinha um grande fntron de um gene consti¬ 
tutive ([housekeepinggene] um gene expresso em 
praticamente todas as celulas), e a mistura de 
RNA-DNA foi incubada por 12 h em condigoes 
de renaturagao. Espera-se que haja formagao de 


duplex de RNA-DNA durante a incubagao? Em 
caso afirmativo, por que? Em caso negativo, por 
que nao? O mesmo experimento foi, entao, rea- 
lizado com todo o RNA citoplasmatico dessas ce¬ 
lulas. Espera-se que haja formagao de duplex de 
RNA-DNA nesse segundo experimento? Em caso 
afirmativo, por que? Em caso negativo, por que 
nao? 


Genomica na Web e m http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


A distrofia muscular de Duchenne (DMD) e uma 
doenga recessiva ligada ao X em seres humanos que 
afeta aproximadamente um em cada 3.300 recem-nas- 
cidos do sexo masculino. Individuos com DMD sofrem 
degeneragao muscular progressiva desde o infeio da 
vida. Geralmente sao confinados a cadeira de rodas 
na adolescencia e morrem no fim da adolescencia ou 
com pouco mais de 20 anos de idade. O disturbio e 
causado por mutagoes do gene humano DMD , que co- 
difica uma proteina chamada distrofma. Essa proteina 
esta associada as membranas intracelulares das celulas 
musculares. O gene DMD e um dos maiores genes co- 
nhecidos e e constituido de muitos exons e introns. 
Em vista de sua importancia medica, o site do NCBI 
contem muitas informagoes sobre o gene DMD e seu 
produto distrofina. 

1. Qual e o tamanho do gene DMD humano? Quan- 
tos exons e introns ele contem? Qual e o tamanho 
do mRNA de DMD ? E da sequencia codificadora da 
proteina DMD? 


2. Qual e o maior exon do gene DMD humano? E o me- 
nor exon? Onde estao localizadas as mutagoes causa- 
doras da distrofia muscular de Duchenne? Algumas 
mutagoes nesse gene causam uma forma me nos grave 
de distrofia muscular denominada distrofia muscular 
de Becker. Onde estao localizadas essas mutagoes? 

3. As outras especies contem genes intimamente relacio- 
nados com o gene DMD humano e codificam distrofi- 
nas semelhantes? Que especies? Qual e a semelhanga 
entre esses genes e entre eles e o gene DMD humano? 

Dica: No site do NCBI (clique nos seguintes links) Human 
genome resources —> Gene Database —* Search e digite 
DMD AND human[ orgn] —* 1. DMD —» Primary Sour¬ 
ce. HGNC:2928 —> em Gene Symbol Links, clique em 
GENATLAS —> DMD -h> Veja os exons. Para ver os genes 
homologos em outros organismos, volte aos resultados 
da busca pelo gene DMD e clique em HomoloGene. Bus- 
que tambem no banco de dados OMIM ( Online Medical 
Inheritance in Man) para obter mais informagoes sobre as 
distrofias musculares de Duchenne e Becker. 
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Anemia falciforme | efeitos 
devastadores da modifica^ao de 
um unico par de bases 

Em 1904, James Herrick, medico de Chicago, e Ernest Irons, me¬ 
dico residente supervisionado por Herrick, examinaram as celulas 
sanguineas de um jovem paciente, Eles observaram que muitas 
de suas hemacias eram delgadas e alongadas, em nftido contraste 
com as hemacias arredondadas 
e biconcavas dos outros pacien- 
tes. Coletaram amostras de san- 
gue fresco e re pet i ram o exame 
microscopico varias vezes, todas 
com o mesmo resultado. O san- 
gue desse paciente sempre con- 
tinha celulas com formato seme- 
Ihante ao das foices usadas por 
fazendeiros para colher cereais 
naquela epoca. 

O paciente era um estudan- 
te universitario de 20 anos que 
apresentava episodios de fraque- 
za e tontura. Aparentemente, o 
paciente era normal em muitos 
aspectos, tanto ffsicos quanto 
mentais. O principal problema era 
a fadiga. O exame ftsico, porem, 
mostrou cardiomegalia e linfono- 
dos aumentados. O coraqao pa¬ 
red a estar sempre se esforqando 
demais, mesmo quando o pacien¬ 
te estava em repouso. Exames de 


sangue mostraram anemia; e, no sangue, o nivel de hemoglobina, a 
proteina complexa que transporta oxigenio dos pulmoes para ou¬ 
tros tecidos, correspondia a aproximadamente metade do normal. 
Herrick registrou os sintomas do paciente por 6 anos antes de publi- 
car suas observaqoes em 1910. Em seu artigo, destacou a natureza 
cronica da anemia e a presenqa de hemacias falciformes. Em 1916, 
aos 32 anos, o paciente morreu em razao de anemia grave e lesao 

renal 

James Herrick foi o primei- 
ro a publicar a descriqao da 
anemia falciforme, primeira 
doenqa humana a ser compre- 
endida em nivel molecular. A 
hemoglobina tern quatro po- 
lipeptidios - duas cadeias de 
a-globina e duas cadeias de 
(3-globina - e um grupo heme 
que contem ferro. Em 1957, 
Vernon Ingram e colaborado- 
res demonstraram que o sexto 
aminoaddo da cadeia [3 da 
hemoglobina falciforme era a 
valina, enquanto na hemoglo¬ 
bina humana adulta normal 
essa posiqao era ocupada pelo 
acido glutamico. Essa substi- 
tuiqao de um unico aminoa- 
cido em uma unica cadeia po- 
lipeptidica e responsavel por 
todos os sintomas da anemia 
falciforme. 



Micrografia eletronica de varredura de hemacias normals e afoiqa- 
das em paciente com anemia falciforme. 
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Como as inform agoes gen ericas de urn organismo, ar¬ 
mazenadas na sequencia de pares de nucleotfdios no DNA, 
controlam seu fenotipo? Como a modificagao de um par 
de nucleotfdios de um gene - como a mutagao causadora 
de anemia falciforme - altera a estrutura de uma protefna, 
o emissario por meio do qual atua o gene? No Capitulo 11, 
discorremos sobre a transferencia de informagoes generi- 
cas armazenadas nas sequencias de pares de nucleotfdios 
do DNA para as sequencias de nucleotfdios das moleculas 
de mRNA, que, em eucariotos, levam essas informagoes 


do nucleo ate os locais de sfntese proteica no citoplas- 
ma. A transferencia de informagoes do DNA para o RNA 
(transcrigao) e o processamento do RNA ocorrem no nu¬ 
cleo. Neste capitulo, examinaremos o processo pelo qual 
as informagoes gen ericas armazenadas nas sequencias de 
nucleotfdios do mRNA sao usadas para especificar as se¬ 
quencias de aminoacidos em produtos genicos polipeptf- 
dicos. Esse processo, a tradugao, ocorre no citoplasma em 
estruturas complexas denominadas ribossomos e requer a 
participagao de muitas macromoleculas. 


Estrutura das proteinas 

As proteinas sao macromoleculas complexas constitui- 
das de 20 aminoacidos diferentes. 

O conjunto de proteinas constitui aproximadamente 
15% do peso liquid o das celulas. As moleculas de agua 
representam 70% do peso total das celulas vivas. Com ex- 
cegao da agua, as proteinas sao, sem duvida, o principal 
componente de organismos vivos em termos de massa to¬ 
tal. As proteinas sao nao apenas componentes importan- 
tes em termos de massa celular, elas Lambent tem muitos 
papeis essenciais para a vida de todas as celulas. Antes 
de examinar a sfntese de proteinas, e precise conhecer 
melhor sua estrutura. 


POLIPEPTiDIOS | VINTE SUBUNIDADES 
DIFERENTES DE AMINOACIDOS 

As proteinas sao constitufdas de polipeptfdios, e todos 
os polipeptfdios sao codificados por tint gene. Cada poli- 
peptfdio consta de uma longa sequencia de aminoacidos 
unidos por ligagoes covalentes. A maioria das proteinas 

V 

e formada por vinte aminoacidos diferentes. As vezes, ha 
modificagao qufmica de tun ou mais aminoacidos depois 
da sfntese de um polipeptfdio, com a produgao de um 
novo aminoacido na protefna madura. A Figura 12.1 ntos- 
tra as estruturas dos 20 aminoacidos comuns. Todos os 
aminoacidos, exceto a prolina, content um grupo amino 
livre e um grupo carboxila livre. 


Grupo \ 
amino 



1 Grupo 
carboxila 


Grupo lateral 


Os aminoacidos diferem entre si pelos grupos laterals 
(designados R, de Radical). A grande variagao de grupos 
laterais gai ante a diversidade estrutural das proteinas. Es¬ 
sas cadeias laterais sao de quatro tipos: (1) grupos itidro- 
fobicos ou apolares, (2) grupos hidrofflicos ou polares, 
(3) grupos acidos ou de carga eletrica negativa e (4) gru¬ 
pos basicos ou de carga eletrica positiva (Figura 12.1). A 
diversidade qufmica dos grupos laterais dos aminoacidos 


e responsavel pela enorrae versatilidade estrutural e fun- 
clonal das proteinas. 

Um peptidio e composto de dois ou mais aminoacidos. 
Os polipeptfdios sao sequencias longas de aminoacidos, 
cujo comprimento varia de 51 aminoacidos na insulina a 
mais de 1.000 aminoacidos na fibroma, a protefna da seda. 
Dados os 20 diferentes aminoacidos comumente encon- 
trados nos polipeptfdios, o ntimero possfvel de diferentes 
polipeptfdios e realmente enorme. Por exemplo, o ntime- 
ro de diferentes sequencias de aminoacidos possfveis em 
um polipeptfdio que content 100 aminoacidos e de 20 1(lt \ 
Como o ntimero 20 100 e grande demais, analisemos um 
peptfdio curto. O numero de diferentes sequencias de 
aminoacidos possfveis em um peptfdio com sele aminoa¬ 
cidos de comprimento e de 1,28 bilhao (20 ). Os aminoa¬ 
cidos nos polipeptfdios sao unidos por ligagoes covalentes 
chamadas ligagoes peptfdicas.Cada ligagao peptfdica e forma¬ 
da por uma reagao entre o grupo amino de unt antinoa¬ 
cido e o grupo carboxila de unt segundo aminoacido com 
liberagao de uma molecula de agua (Figura 12.2). 

PROTEfNAS | ESTRUTURAS 
TRIDIMENSIONAIS COMPLEXAS 

Quatro diferentes nfveis de organizagao - primario, se- 
cundario, terciario e quaternario - sao distinguidos nas 
estruturas tridimensionais complexas das proteinas. A es- 
Irutura primdna de unt polipeptfdio e sua sequencia de 
aminoacidos, especificada pela sequencia nucleotfdica 
de um gene. A estrutura secundaria de um polipeptfdio 
e determinada pelas inter-relagdes espaciais dos aminoa¬ 
cidos em segmentos do polipeptfdio. A estrutura lercidria 
de um polipeptfdio e seu dobramento global no espago 
tridimensional, e a estrutura qualemdria diz respeito a as- 
sociagao de dois ou mais polipeptfdios em uma protefna 
mulrimerica. A hemoglobina e tint excelente exemplo da 
complexidade das proteinas, tem os quatro nfveis de or- 
ganizagao estrutural (Figura 12.3). 

A maioria dos polipeptfdios dobra-se espontaneamen- 
te em conformagoes especfftcas determinadas por suas 
estruturas primarias. Se desnaturadas (desdobradas) 
por tratamento com solventes apropriados, a maioria 
das proteinas recupera a conforntagao original quando 
o agente desnaturante e removido. Portanto, na maioria 
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1. Grupos laterais hidrofobicos ou apolares 
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2. Grupos laterais hidrofilicos ou polares 


L-Metionina 

L-Serina 

L-Treonina 

L-Tirosina 
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L-Glutamina 
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3. Grupos laterals acidos 

L-Acido aspartico L-Acido glutamico 


(Asp) 

(Glu) 
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1 II 
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4. Grupos laterais basicos 
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■ FIGURA 12.1 Estruturas dos 20 aminoacidos comuns em protefnas. Os grupos amino e carboxiia, que participam da formagao da ligagao 
peptidica durante a sintese proteica, sao mostrados nas areas sombreadas. Os grupos laterais, que sao diferentes para cada aminoacido, sao 
mostrados abaixo das areas coloridas. As abreviaturas de tres tetras padronizadas estao entre parenteses. O simbolo de uma letra para cada 
aminoacido esta entre colchetes. 


dos casos, todas as informagoes necessarias para determi- 
nagao do formato estao na estrutura primaria da protef- 
na, Em alguns casos, o dobramento da protefna implica 
interagoes com protefnas chamadas chaperones que aju- 


H 0 




H }:0 

i I! 

H,N— C-!X—OH + H- -M-i-C—C—OH 
2 | , i | 

R, ! H ! R 

■ L L J 


Ligacao peptidica 



OH + H 2 0 


t _ 


Aminoacido 1 Aminoacido 2 Dipeptidio 

■ fic JRA 12.2 Formagao a uma ligagao peptidica entre dois aminoa¬ 
cidos pela retirada da agua. Cada ligagao peptidica une o grupo amino 
de um aminoacido ao grupo carboxiia do aminoacido adjacente. 


dam polipeptfdios nascentes a formar a estrutura tridi¬ 
mensional apropriada. 

Os dois tip os mais comuns de estrutura secundaria em 
protefnas sao helices a (Figura 12.3) e folhas p. As duas 
estruturas sao mantidas por ligagoes de hidrogenio entre 
ligagoes peptfdicas muito proximas umas das outras. A 
helice a e um cilindro rfgido no qual cada ligagao peptf- 
dica e uni da por ligagoes de hidrogenio a ligagao peptf- 
dica entre aminoacidos distantes tres e quatro resfduos. 
Dentro de uma helice a nao ha prolina, em razao de sua 
estrutura rigida. A folha [3 surge quando um polipeptf- 
dio dobra-se sobre si mesmo, as vezes repetidamente, e 
os segmentos paralelos sao mantidos por ligagao de hi¬ 
drogenio entre ligagoes peptfdicas vizinhas. Enquanto a 
organizagao espacial de aminoacidos e segmentos adja- 
centes de um polipeptfdio determinam sua estrutura se- 
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Estrutura primaria 
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Estrutura terciaria 

Poiipeptfdio 

p-globina 



Estrutura quaternaria 


Polipeptidios p-giobina 



Polipeptidios a-globina 


Molecula de hemoglobina 


■ FIGURA 12.3 Os quatro nfveis de organizagao das protefnas - estruturas (1) primaria, (2) secundaria, (3) terciaria e (4) quaternaria - sao 
ilustrados usando como exemplo a hemoglobina humana. 


cundaria, o dobramento geral do poiipeptfdio completo 
define sua estrutura terciaria, ou conformagao. Em geral, 
aminoacidos com cadeias laterais hidrofflicas ocupam a 
superficie das protefnas (em contato com o citoplasma 
aquoso), ao passo que aqueles com cadeias laterais hidro¬ 
fobicas interagem uns com os outros nas regioes internas. 
A estrutura terciaria de uma protema e mantida princi- 
palmente por um grande numero de ligagoes nao cova- 
lentes relativamente fracas. As unicas ligagoes covalentes 
que tem papel importante na conformagao das protefnas 
sao as pontes dissulfeto (S—S) que se formam entre resf- 
duos de cistema corretamente posicionados (Figura 12.4). 
No entanto, ha participagao de quatro tipos diferentes 
de interagoes nao covalentes: (1) ligagoes ionicas, (2) li- 
gagoes de hidrogenio, (3) interagoes hidrofobicas e (4) 
interagoes de van der Waals (Figura 12.4). 

As ligagoes Ionicas ocorrem entre cadeias laterais de 
aminoacidos com cargas eletricas opostas — por exemplo, 
os grupos laterais de lisina e acido glutamico (Figura 12.1). 
As ligagoes ionicas sao lorgas intensas em algumas 
condigoes, mas sao interagoes relativamente fracas no 
interior aquoso de celulas vivas porque as moleculas 
polares de agua neutralizam parcialmente ou protegem 
os grupos eletricamente carregados. As ligagoes de hidrogenio 
sao interagoes fracas entre atomos eletronegativos (que 
tem carga negativa parcial) e atomos de hidrogenio 
(eletropositivos) que estao ligados a outros atomos 
eletronegativos. As interagoes hidrofobicas sao associagoes de 
grupos apolares entre si quando presentes em solugoes 
aquosas em razao da sua insolubilidade em agua. As 
ligagoes de hidrogenio e as interagoes hidrofobicas tem 
papeis importantes na estrutura do DNA; portanto, nos 
as apresentamos com alguns detalhes no Capftulo 9 
(Tabela 9.2). As interagoes de van der Waals sao atragoes 
fracas entre atomos muito proximos. As forgas de van der 
Waals sao muito fracas, com cerca de um milesimo da 
forga de uma ligagao covalente, mas sao importantes na 


manutengao das conformagoes de regioes rigorosamente 
almhadas das macromoleculas. 

A estrutura quaternaria so existe em protefnas com mais 
de um poiipeptfdio. A hemoglobina ilustra bem a estrutura 
quaternaria, pois e uma molecula tetramerica consdtufda 
de duas cadeias de a-globina e duas cadeias de [i-globina, 
mais quatro grupos heme que contem f erro (Figura 12.3). 

Em alguns casos, os produtos primarios da tradugao 
contem sequencias curtas de aminoacidos, chamadas 
intemas, que se autoexcisam dos polipeptidios nascentes. 
As intemas estao presentes tan to em eucariotos quanto 
em procariotos. Por exemplo, uma das primeiras intef- 
nas descobertas esta na protema RecA, que participa da 



■ FIGURA i.M Os cfnco tipos de interagoes moleculares responsaveis 
pela estrutura terciaria, ou conformagao tridimensional, de um poii¬ 
peptfdio. A ponte dissulfeto e uma ligagao covalente; todas as outras 
interagoes sao nao covalentes. 
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recombinagao e do reparo do DNA em Mycobacterium 
tuberculosis , a bacteria causadora da tuberculose. 

Como as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria 
das proteinas e a excisao de interna geralmente sao deter- 


minadas pela estrutura primaria do(s) polipeptidio (s), 
no restante deste capitulo nos concentraremos nos me- 
canismos usados pelos genes para controlar as estruturas 
primarias de polipeptidios. 


PONTOS ESSENCIAIS . 

* 




A maioria dos genes exerce seu(s) efeito(s) no fenotipo de um organismo por meio das protei¬ 
nas, que sdo grandes macromoleculas constituidas de polipeptidios 

Cada polipeptidio e um polimero formado pela concatenagdo de diferentes aminodcidos 

A sequencia de aminodcidos de cada polipeptidio e especijicada pela sequencia nucleotidica de 
um gene 

A enorme diversidade funcional de proteinas resulta, em parte, de suas estruturas tridimensio- 
nais complexas. 


Gene I Um polipeptidio colinear 


A sequencia de pares de nucleotidios em um gene es- 
pecifica uma sequencia colinear de aminoacidos em seu 
produto polipeptfdico. 

A maioria dos genes codifica polipeptidios. Antes de ex- 
plicar como eles fazem isso — isto e, como a sequencia nu¬ 
cleotidica de um gene especifica a sequencia de aminoa¬ 
cidos do polipeptidio — analisemos dois estudos geneti- 
cos classicos que expandiram nosso conhecimento sobre 
a conexao entre genes e seus produtos polipeptidicos. 

BEADLE E TATUM | 

UM GENE - UMA ENZIMA 

No fim da decada de 1930, George Beadle e Boris 
Ephrussi conduziram experimentos pioneiros em Dro¬ 
sophila mutantes para cor dos olhos. Eles identilicaram 
genes necessarios para a sintese de pigmentos oculares 
especificos, indicando que as vias metabolicas catalisadas 
por enzimas estao sob controle genetico. Os resultados 
motivaram Beadle a buscar o organismo ideal para a am- 
pliagao desse trabalho. Ele escolheu o bolor cor de sal- 
mao do pao, Neurospora crassa, porque cresce em meio 
contendo apenas (1) sais inorganicos, (2) um agucar sim¬ 
ples e (3) uma vitamina, biotina. O meio de cultura de 
Neurospora que contem apenas esses componentes e de- 
nominado “meio minimo”. Beadle e seu novo colabora- 
dor, Edward Tatum, deduziram que o fungo Neurospora e 
capaz de sintetizar todos os outros metabolitos essenciais, 
como as purinas, pirimidinas, aminoacidos e outras vita¬ 
minas. Eles tambem concluiram que a biossintese desses 
fatores de crescimento esta sob controle genetico. Nesse 
caso, esperar-se-ia que mutagoes de genes cujos produtos 
participam da biossintese de metabolitos essenciais pro- 
duzissem linhagens mutantes com necessidade de outros 
fatores para seu crescimento. 

Beadle e Tatum testaram essa previsao por irradia- 
gao de esporos assexuados (conidios) de Neurospora tipo 
selvagem com raios X ou luz ultravioleta, e avaliaram os 


novos fatores de crescimento de que necessitavam os 
clones produzidos pelos esporos tornados mutagenicos 
(Figura 12.5). Para selecionar linhagens com mutagao de 
apenas um gene, eles estudaram apenas linhagens mu¬ 
tantes com proporgao entre prole mutante e selvagem 
igual a 1:1 quando cruzadas com o tipo selvagem. Iden- 
tificaram mutantes que cresciam em meio suplementado 
com todos os aminoacidos, purinas, pirimidinas e vita- 
minas (chamado “meio completo”), mas nao cresciam 
em meio minimo. Eles analisaram a capacidade de cres¬ 
cimento desses mutantes em meio suplementado apenas 
com aminoacidos ou apenas com vitaminas e assim por 
diante (Figura 12.5, etapa 2). Por exemplo, Beadle e Ta¬ 
tum identilicaram linhagens mutantes que cresciam na 
presenga de vitaminas, mas nao em meio suplementado 
com aminoacidos ou outros fatores de crescimento. Em 
seguida, investigaram a capacidade dessas linhagens que 
necessitam de vitamina de crescer em meio suplemen¬ 
tado com cada uma das vitaminas separadamente (Figu¬ 
ra 12.5, etapa 3). 

Desse modo, Beadle e Tatum mostraram que cada 
mutagao ocasionou a necessidade de um fator de cres¬ 
cimento. Gragas a correlagao de suas analises geneticas 
com estudos bioqulmicos das linhagens mutantes, eles 
mostraram em varios casos que uma mutagao ocasionava 
a perda de uma atividade enzimatica. Esse trabalho, que 
deu a Beadle e Tatum o Premio Nobel em 1958, logo foi 
confirmado por estudos semelhantes de muitos outros 
organismos em muitos laboratories. O conceito um gene 
- uma enzima tornou-se um prinefpio central da genetica 
molecular. 

Depois do trabalho de Beadle e Tatum, demonstrou-se 
que muitas enzimas e proteinas estruturais sao hetero- 
multimericas — isto e, contem duas ou mais cadeias poli- 
peptidicas diferentes, com cada polipeptidio codificado 
por um gene diferente. Por exemplo, em E. coli, a enzi¬ 
ma triptofano sintetase e um heterotetramero constitui- 
do de dois polipeptidios a codificados pelo gene trpA e 
dois polipeptidios (3 codificados pelo gene trpB. Da mesma 
maneira, as hemoglobinas, que transportam oxigenio dos 
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Os esporos de tipo selvagem sao irradiados, e as linhagens resultantes sao cruzadas com o tipo selvagem. 
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■ FICURA 12.5 Diagrama do experimento de Beadle e Tatum com Neurospora que Levou a hipotese um gene - uma enzima. 
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pulmoes para tod os os outros tecidos do corpo, sao protei- 
nas tetramericas que contem duas cadeias de a-globina e 
duas cadeias de p-globina, alem de quatro grupos hemes 
de ligagao ao oxigenio (Figura 12.3). Outras enzimas, por 
exemplo, a DNA polimerase III de E. coli (Capitulo 10) e a 
RNA polimerase II (Capitulo 11), contem muitas subuni- 
dades polipeptfdicas diferentes, cada uma delas codificada 
por um gene. Portanto, o conceito um gene - uma enzima 
foi substituido pelo conceito um gene - um polipepttdio. 

COLINEARIDADE ENTRE A SEQUENCIA 
CODIFICADORA DE UM GENE E SEU 
PRODUTO POLIPEPTIDICO 

Agora que estabelecemos a relagao um gene - um poli- 
peptidio, podemos perguntar se as sequencias de pares 
de nucleotidios nos genes sao colineares as sequencias de 
aminoacidos dos polipeptidios que codificam. Ou seja, 
sera que os primeiros pares de bases da sequencia codifi- 
cadora de um gene especificam o primeiro aminoacido do 
polipeptfdio e assim por diante, de maneira sistematica? 
A resposta e que os genes e seus produtos polipeptidicos 
sao, na verdade, estruturas colineares; essa relagao e ilus- 
trada na Figura 12.6A. Conforme foi comentado no Capftu- 


lo 11, a maioria dos genes de eucariotos multicelulares e 
interrompida por fntrons nao codificadores. No entanto, 
a present a de mtrons em genes nao invalida o conceito 
de colinearidade, significa apenas que nao ha correlagao 
direta das distancias lisicas entre as posigoes dos pares de 
bases em um gene e as posigoes dos aminoacidos no poli- 
peptidio especificado por esse gene (Figura 12.6B). 

A primeira evidencia forte da cohnearidade entre um 
gene e seu produto polipeptidico surgiu em estudos, efe- 
tuados por Charles Yanofsky e colaboradores, do gene de 
E. coli codificador da subunidade a da enzima triptofano 
sintetase. Como ja foi mencionado, essa enzima contem 
dois polipeptidios a codificados pelo gene trpA e dois po- 
lipepti'dios (3 codificados pelo gene trpB. Yanofsky e cola¬ 
boradores fizeram uma analise genetica detalhada de mu- 
tag oes no gene trpA e correlacionaram os dados geneticos 
aos dados bioqmmicos das sequencias dos polipeptidios a 
do triptofano sintetase de tipo selvagem e mutante. Eles 
demonstraram a existencia de correlagao direta entre as 
posigoes no mapa das mutagoes no gene trpA e as posigoes 
das substituigoes de aminoacidos resultantes no polipep- 
tidio a do triptofano sintetase (Figura 12.7). As evidencias 
definitivas de colinearidade advieram de comparagoes di- 
retas das sequencias de nucleotidios de genes com as se¬ 
quencias de aminoacidos de seus produtos polipeptidicos. 
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FIGURA 12.6 Colinearidade entre as regioes codificadoras dos genes e seus produtos polipeptidicos. 
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■ FIGURA 12.? Colinearidade entre o gene trpA de E. coli e seu produto potipeptidico, o polipeptidio a do triptofano sintetase. As posigoes 
de mapa das mutagbes no gene trpA sao mostradas na parte superior, e as iocalizagdes das substituigdes de aminoacidos decorrentes dessas 
mutagdes sao mostradas na parte inferior do mapa. 


PONTOS ESSENCIAIS • Os experimentos de Beadle e Tatum com Neurospora levaram a hipotese um gene - uma 

enzima que, depois, foi modificada para o conceito um gene — um polipeptidio 

• Ai sequencias dos pares de nucleotidios em um gene e dos aminoacidos em seu produto 
polipeptidico sao colineares. 


Smtese proteica | Tradugao 

As informagoes geneticas nas moleculas de mRNA sao 
traduzidas nas sequencias de aminoacidos dos polipeptf- 
dios segundo as especificagoes do codigo genetico. 

O processo de tradugao das informagoes geneticas ar- 
mazenadas na sequencia nucleotidica de um mRNA, 
segundo as especificagoes do codigo genetico, na se¬ 
quencia de aminoacidos do produto genico polipep- 
tfdico e complexo e exige as tangoes de uma grande 
quantidade de macromoleculas. Essas incluem (1) mais 
de 50 polipeptfdios e tres a cinco moleculas de RNA 
em cada ribossomo (a composigao exata varia de acor- 
do com a especie), (2) no mmimo 20 enzimas ativado- 
ras de aminoacidos, (3) 40 a 60 diferentes moleculas 
de tRNA e (4) muitas proteinas soluveis que participam 
da iniciagao, do alongamento e da finalizagao da cadeia 
polipeptfdica. Como muitas dessas macromoleculas, so- 
bretudo os componentes do ribossomo, estao presen- 
tes em grande quantidade em cada celula, o sistema de 
tradugao constitui uma parte importante do aparelho 
metabolico de cada celula. 

VISAO CERAL DA SINTESE PROTEICA 

Antes de abordarmos os detalhes do processo de tradu¬ 
gao, e recomendavel fazer uma analise preliminar de 
todo o processo de smtese proteica. A Figura 12.8 apre- 
senta uma visao geral da smtese proteica, ilustrando sua 
complexidade e as principais macromoleculas partici- 
pantes. A primeira etapa da expressao genica, a transcri- 


gao, requer a transferencia de informagoes armazenadas 
nos genes para o RNA mensageiro (mRNA) intermedia¬ 
ry, que leva essas informagdes ate os locais de smtese de 
polipeptidios no citoplasma. A transcrigao e discutida em 
detalhes no Capftulo 11. A segunda etapa, tradugao, e a 
transferencia das informagoes contidas nas moleculas de 
mRNA para as sequencias de aminoacidos em produtos 
genicos polipeptfdicos. 

A tradugao ocorre nos ribossomos, estruturas macro- 
moleculares complexas localizadas no citoplasma. Parti¬ 
cipam da tradugao tres tipos de RNA, todos eles trans- 
critos de moldes de DNA (genes cromossomicos). Alem 
dos mRNA, tres a cinco moleculas de RNA (moleculas 
de rRNA) fazem parte da estrutura de cada ribossomo, 
e 40 a 60 pequenas moleculas de RNA (moleculas de 
tRNA) atuam como adap tad ores mediando a incorpo- 
ragao dos aminoacidos apropriados nos polipeptfdios 
em resposta a sequencias nucleotfdicas especfficas no 
mRNA. Os aminoacidos sao anexados as moleculas cor- 
retas de tRNA pelas amfnoacil-tRNA sintetases, um grupo 
de enzimas ativadoras. 

A sequencia nucleotidica de uma molecula de mRNA 
e traduzida na sequencia correta de aminoacidos se¬ 
gundo as especificagoes do codigo genetico. Alguns po¬ 
lipeptfdios nascentes tern, nas terminagoes amino ou 
carboxila, sequencias curtas de aminoacidos que atuam 
como sinais para seu transporte ate compartimentos ce- 
lulares especfficos, como o retfculo endoplasmatico, as 
mitocondrias, os cloroplastos ou os nucleos. As protef- 
nas secretoras nascentes, por exemplo, contem uma se¬ 
quencia sinalizadora curta na terminagao amino que guia 
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■ FIGURA 12.8 Visao geral da sintese proteica. Os tamanhos das moleculas de rRNA mostrados correspondem aos das bacterias; eucariotos 
tern rRNA maiores. Para simplificar, todas as especies de RNA foram transcritas de segmentos contfguos de uma unica molecula de DNA. Na 
realidade, os varies RNA sao transcritos de genes localizados em diferentes posigoes em um ou varies cromossomos. Os detalhes dos diversos 
estagios da smtese proteica serao comentados nas segoes subsequentes deste capftulo. 


o polipeptidio emergente ate as membranas do reticu- 
lo endoplasmatico. As terminagoes amino de protemas 
destinadas a importagao por mitocondrias e cloroplastos 
tern sequencias direcionadoras semelhantes. Algumas 
protemas nucleares contem extensoes direcionadoras 
nas terminagoes carboxila. Em rmiitos casos, os peptidios 
direcionadores sao removidos enzimadcamente por pep- 
ddases especfficas apos o transporte da protema ate o 
compardmento celular apropriado. 

Os ribossomos podem ser comparados a bancadas 
de trabalho completas, com as maquinas e as ferramen- 
tas necessarias para produzir um polipepddio. Eles sao 
inespecfficos, ja que podem sintetizar qualquer polipep- 
tfdio (qualquer sequencia de aminoacidos) codificado 
por uma molecula especifica de mRNA, ate mesmo pelo 
mRNA de outra especie. Cada molecula de mRNA e tra- 
duzida simultaneamente por varios ribossomos, com con- 
sequente formagao de um polirribossomo ou polissomo. 
Depois desse breve panorama da smtese proteica, exa- 
minaremos mais de perto alguns dos mais importantes 
componentes do mecanismo de tradugao. 


COMPONENTES NECESSARIOS PARA A 
SiNTESE PROTEICA | RIBOSSOMOS 

As celulas vivas dedicam mais energia a sintese de protef- 
nas que a qualquer outro aspecto do metabolismo. Cerca 
de um tergo da massa seca total da maioria das celulas e 
const!tuida de moleculas que participam diretamente da 
biossintese de protemas. Em E. coli, os aproximadamen- 
te 200.000 ribossomos consdtuem 25% da massa seca de 
cada celula. Esse compromisso de uma grande proporgao 
do mecanismo metabolico das celulas com o processo de 
smtese proteica comprova sua importancia nas formas de 
vida existentes em nosso planeta. 

Quando os locais de smtese proteica foram marcados 
em celulas mantidas por curtos periodos em cultura com 
aminoacidos radioativos e observados por autorradiogra- 
fia, os resultados mostraram que as protemas sao sinte- 
tizadas nos ribossomos. Nos procariotos, os ribossomos 
estao distribufdos em toda a celula; nos eucariotos, es- 
tao no citoplasma, frequentemente na extensa malha de 
membranas intracelulares do reticulo endoplasmatico. 
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Os ribossomos sao constitufdos de protefnas e RNA, 
em partes aproximadamente iguais (Figura 12.9). Eles 
tem duas subunidades, uma grande e outra pequena, 
que se dissociam quando a tradugao de uma molecula de 
mRNA e condufda e se reassociam no infcio da tradugao. 
Cada subunidade tem uma grande molecula de RNA do- 
brada sobre a qual se reunem as protefnas ribossomicas. 
Na maioria das vezes, os tamanhos dos ribossomos sao 
expressos em termos da velocidade de sedimentagao du¬ 
rante a centrifugagao, em unidades Svedberg (S). (Uma 
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■ FIGURA 12.9 Composigao macromoiecular de ribossomos procario- 
ticos e eucarioticos. 


unidade Svedberg e igual a um coeficiente de sedimenta¬ 
gao [velocidade/forga centrffuga] de 10 -13 segundo.) O 
ribossomo de E. coli, a exemplo dos ribossomos de outros 
procariotos, tem massa molecular de 2,5 X 10 6 , um ta- 
manho de 70S e dimensoes aproximadas de 20 nm X 25 
nm. Os ribossomos de eucariotos sao maiores (geralmen- 
te cerca de SOS); porem, o tamanho varia de acordo com 
a especie. Os ribossomos presentes nas mitocondrias e 
cloroplastos de celulas eucarioticas sao men ores (geral- 
mente cerca de 60S). 

Embora o tamanho e a composigao macromolecular 
dos ribossomos variem, a estrutura tridimensional geral e 
basicamente igual em todos os organismos. Em E. coli, a 
subunidade ribossomica pequena (SOS) con tem uma mo¬ 
lecula de RNA de 16S (massa molecular aproximada de 6 
X 10°) mais 21 polipeptfdios diferentes, e a subunidade 
grande (50S) contem duas moleculas de RNA (5S, massa 
molecular aproximada de 4 X 10 4 , e 23 S, massa molecular 
aproximada de 1,2 X 10 6 ) mais 31 polipeptfdios. Nos ribos¬ 
somos de mamfferos, a subunidade pequena contem uma 
molecula de RNA de 18S mais 33 polipeptfdios, e a subuni¬ 
dade grande contem tres moleculas de RNA de tamanhos 
5S, 5,8S e 28S mais 49 polipeptfdios. Nas organelas, os ta¬ 
manhos de rRNA correspondentes sao 5S, 13S e 2IS. 

Masayasu Nomura e seus colaboradores conseguiram 
desmontar a subunidade ribossomica 30S de E. coli em 
macromoleculas e, depois, reconstituir subunidades 30S 
funcionais a partir dos componentes. Desse modo, eles 
estudaram as fungoes de moleculas de rRNA e de protef- 
na ribossomica. 

As moleculas de RNA ribossomico, assim como as mo¬ 
leculas de mRNA, sao transcritas de um molde de DNA. 
Em eucariotos, a sfntese de rRNA ocorre no nucleolo 
(ver Figura 2.1) e e catalisada por RNA polimerase I. O 
nucleolo e um componente altamente especializado do 
nucleo dedicado exclusivamente a sfntese de rRNA e sua 
agregagao para formar ribossomos. Os genes do RNA ri¬ 
bossomico apresentam-se em arranjos duplicados conse- 
cutivos separados por regioes espagadoras intergenicas. 
A transcrigao desses grupos consecutivos de genes de 
rRNA pode ser observada dire tarn ente ao microscopio 
eletronico. A Figura 12.10 mostra um diagrama esquemati- 
co da transcrigao observada. 

A transcrigao dos genes de rRNA produz precursores 
do RNA que sao muito maiores que as moleculas de RNA 
encontradas nos ribossomos. Esses precursores do rRNA 
passam por processamento pos-transcrigao e dao origem 
as moleculas de rRNA maduras. Em E. coli, o transcrito 
do gene de rRNA e um precursor 30S, que sofre clivagens 
endonucleolfticas e produz os rRNA 5S, 16S e 23S mais 
uma molecula de RNA transportador 4S (Figura 12.11A). 
Em mamfferos, os rRNA 5,8S, 18S e 28S sao clivados de 
um precursor 45S (Figura 12.1 IB), enquanto o rRNA 5S e 
produzido por processamento pos-transcrigao do trans¬ 
crito de outro gene. Alem das clivagens pos-transcrigao 
dos precursores do rRNA, muitos nucleotfdios do rRNA 
sao metilados apos a transcrigao. Acredita-se que a meti- 
lagao proteja as moleculas de rRNA contra a degradagao 
por ribonucleases. 
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■ FIGURA 12.10 Diagrama esquematico de micrografia eletronica mostrando a transcrigao de genes de rRNA repetidos consecutivos no nucleo- 
lo do novo Triturus viridescens. Observa-se o aumento gradativo do comprimento das fibriias para cada gene de rRNA, e regioes espagadoras 
nao transcritas separam os genes. 


Os genomas de todos os organismos estudados ate 
hoje tem varias copias dos genes para o rRNA. Essa re¬ 
dundance de genes de rRNA nao surpreende quando 
se leva em conta o grande numero de ribossomos por 
celula. Em E. coli, sete genes de rRNA (rmA a rmE, rmG, 
rmH) estao distribmdos em tres sftios no cromossomo. 
Em eucariotos, ha centenas a milhares de copias dos ge¬ 
nes de rRNA. Os genes de rRNA 5,8S-18S-28S de eucario¬ 
tos estao presentes em arranjos consecutivos nas regioes 
organizadoras nudeolares dos cromossomos. Alguns eucario¬ 
tos, como o milho, tem um so par de organizadores nu- 
cleolares (no cromossomo 6 do milho). Em Drosophila e 
na ra sul-africana Xenopus laevis, os organizadores nucle- 
olares estao nos cromossomos sexuais. Os seres humanos 
tem cinco pares de organizadores nudeolares nos bragos 


curtos dos cromossomos 13, 14, 15, 21 e 22. Os genes 
de rRNA 5S em eucariotos nao estao localizados nas re- 
goes organizadoras nudeolares, mas distribuidos em va- 
rios cromossomos. No entanto, os genes de rRNA 5S sao 
altamente redundantes, assim como os genes de rRNA 
5,8S-18S-28S. 

COMPONENTES NECESSARIOS 
A Sl'NTESE PROTEICA | RNA 
TRANSPORTADOR 

Embora os ribossomos tenham muitos dos componentes 
necessarios para a smtese proteica, e as especificagoes 
para cada polipeptldio estejam codificadas em uma mo- 
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FIGURA 12.11 Smtese e processamento de (A) precursor de rRNA 30S em £. coli e (B) precursor de rRNA 45S em mamiferos. 
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lecula de mRNA, a tradugao da mensagem codificada 
por um mRNA na sequencia de aminoacidos de urn po- 
lipeptidio requer outra classe de moleculas de RNA, o 
RNA transportador (tRNA). As analises quimicas sugeri- 
ram que as interagoes diretas entre os aminoacidos e os 
trinucleotidios on codons no mRNA eram improvaveis. 
Portanto, em 1958, Francis Crick prop os a necessidade 
de algum tipo de molecula adaptadora que mediasse a 
especificaqao de aminoacidos por codons no mRNA du¬ 
rante a sintese proteica. Qutros pesquisadores logo iden- 
tificaram as moleculas adaptadoras e revelaram que eram 
moleculas de RNA pequenas (4S, de 70 a 95 nucleotf- 
dios de tamanho). Essas moleculas, inicialmente deno- 
minadas moleculas de RNA soluvel (sRNA) e, depois, 
RNA transportador (tRNA), contem uma sequencia de 
trinucleotidios, o anticodon, que e complementar a se¬ 
quencia do codon no mRNA e emparelha suas bases com 
a sequencia de codon durante a tradugao. Ha de um a 
quatro tRNA, para cada um dos 20 aminoacidos. 

Os aminoacidos unem-se aos tRNA por ligagoes de 
alta energia (muito reativas) (simbolizadas por —) entre 
os grupos carboxila dos aminoacidos e as terminagoes 
3'-hidroxila dos tRNA Os tRNA sao ativados ou carregados 
com aminoacidos em um processo em duas etapas, e am- 
bas as reagoes sao catalisadas pela mesma enzima, amino- 
acil-tRNA sintetase. Ha pelo menos uma aminoacil-tRNA 
sintetase para cada um dos 20 aminoacidos. A primeira 
etapa da sintese de aminoacil-tRNA requer a ativagao do 
aminoacido e usa energia do trifosfato de adenosina (ATP): 

aminoacido + ATP 

aminoacil-tRNA 

sintetase 

aminoacido ~ AMP + ® ~ ® 

O intermediario aminoacido ~ AMP normalmente so se 
desprende da enzima depois de passar por uma segun- 
da etapa na sintese de aminoacil-tRNA, a saber, a reagao 
com o tRNA apropriado: 

aminoacido ~ AMP + tRNA 

amino acil-tRNA 
sintetase 

aminoacido ~ tRNA + AMP 

Os aminoacil-tRNA sao os substratos para a sintese de 
polipeptidios nos ribossomos, e cada tRNA ativado reco- 
nhece o codon de mRNA correto e apresenta o aminoa¬ 
cido em configuragao esterica (estrutura tridimensional) 
que facilita a formagao de ligagoes peptidicas. 

Os tRNA sao transcritos a partir dos genes. Como no 
caso dos rRNA, os tRNA sao transcritos na forma de mo¬ 
leculas precursoras maiores que passam por processa- 
mento pos-transcrigao (clivagem, corte, metilagao, e as- 
sim por diante). As moleculas de tRNA maduras contem 
varios nucleosidios que nao estao presentes nos transcri¬ 
tos primarios dos genes de tRNA. Esses nucleosidios in- 
comuns, como inosina, pseudouridina, di-hidrouridina, 
1-metilguanosina e varios outros, sao produzidos por mo- 


dificagoes, catalisadas por enzima, dos quatro nucleosi¬ 
dios incorporados ao RNA durante a transcrigao. 

Tendo em vista o pequeno tamanho (a maioria tern 
de 70 a 95 nucleotidios), os tRNA foram mais sensiveis 
a analise estrutural que as outras moleculas maiores de 
RNA participantes da sintese proteica. A sequencia nu- 
cleotidica completa e a estrutura em folha de trevo pro- 
posta do tRNA da alanina de levedura (Figure 12.12) fo¬ 
ram publicadas por Robert W. Holley e colaboradores em 
1965; Holley foi um dos agraciados com o Premio Nobel 
de 1968 em Fisiologia ou Medicina por esse trabalho. A 
estrutura tridimensional do tRNA da fenilalanina de le¬ 
vedura foi determinada por estudos de difragao por raios 
X em 1974 (Figure 12.13). O anticodon de cada tRNA esta 
dentro de uma alga (regiao nao ligada por hidrogenio) 
perto do meio da molecula. 

Deve estar clara a necessidade de que as moleculas 
de tRNA tenham alta especificidade apesar do tamanho 
pequeno. E preciso que elas nao so (1) tenham as se- 
quencias anticodon corretas, de maneira a responder aos 
codons certos, mas que tambem (2) sejam reconhecidas 
pelas aminoacil-tRNA sintetases corretas, de modo que 
sejam ativadas pelos aminoacidos certos, e (3) liguem-se 
aos sitios apropriados nos ribossomos para executar suas 
fungoes de adaptadoras. 

Cada ribossomo tern tres sitios de ligagao ao tRNA 
(Figure 12.14A-B). O sitio A ou aminoaril liga-se ao aminoa¬ 
cil-tRNA recebido, o tRNA que leva o proximo aminoa¬ 
cido a ser acrescentado a cadeia polipeptidica em cres- 
cimento. O sitio P ou peptidil liga-se ao tRNA a que esta 
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Di-hidrouridina 

Ribotimidina 

Metilguanosina 

Dimetilguanosina 
Metil inosina 



O-U-C-C-G-G 


Anticodon 


■ FICURA 12.12 Sequencia nucleotfdica e configuragao em fotha de 
trevo do tRNA de alanina de S. cerevisiae. Os nomes dos nucleosidios 
modificados presentes no tRNA sao mostrados no detalhe. 
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Base nao 
pa read a 


Esqueieto de 
ribose-fosfato 


Alca 

anticodon 32 


| Anticodon 


Pares de bases unidos 
ligacoes de hidrogenio 



B 


■ Fit JRA 12.13 Fotografia (A) e desenho interpretative (B) de urn modelo molecular do tRNA de fenilalanina da levedura com base em dados 
de difragao de raios X. 


ligado o polipeptidio em crescimento. O sitio E on de saida 
liga-se ao tRNA sem carga eletrica que esta saindo. 

A estrutura tridimensional do ribossomo 70S da bacte¬ 
ria Thermits thermophilus foi esclarecida com resolugao de 
0,55 nm por cristalografia de raios X (Figura 12.15A-C). A 

Diagrama de ribossomo 70S 


Sitio E ou sitio de Sitio P ou de ligacao Sitio A ou de ligacao 

saida do tRNA ao peptidil-tRNA ao aminoacii-tRNA 



estrutura cristalografica mostra as posigoes dos tres sitios 
de ligagao do tRNA na interface 50S-3QS e as posigoes 
relativas dos rRNA e das proteinas ribossomicas. 

Embora os sitios de ligagao ao aminoacil-tRNA estejam 
localizados principalmente na subunidade 508 e a molecula 


30S Ribossomo 70S - vista cortada de modelo 



B 


■ RCURA 12.14 Estrutura de ribossomo em E. coli. A. Cada complexo de ribossomo/mRNA tern tres sitios de ligagao ao aminoacil-tRNA. 0 
sitio A ou aminoacii-tRNA e ocupado por alanil-tRNA Ala . O sitio P ou peptidil e ocupado por fenilalanii-tRNA ptlB , com a cadeia polipeptidica 
em crescimento unida por ligagao covalente ao tRNA da fenilalanina. O sitio E ou de saida e ocupado por tRNA Gly antes de se desprender do 
ribossomo. B. Uma molecula de mRNA (laranja), que esta ligada a subunidade 30S (verde-clara) do ribossomo, contribui para a especificidade 
dos sitios de ligagao ao tRNA, que estao localizados principalmente na subunidade 50S (azul) do ribossomo. Os aminoacil-tRNA localizados nos 
sitios P e A sao mostrados, respectivamente, em vermelho e verde-escuro. O sitio E esta desocupado. 
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Ribossomo 70S - estrutura cristalografica 



A 


Subunidade 30S - estrutura cristalografica 



C 


de mRNA esteja ligada pela subunidade 30S, a especifici- 
dade para ligagao do aminoacil-tRNA em cada sftio e pro- 
porcionada pelo codon de mRNA que faz pate do sitio de 
ligagao (Figura 12.14B). Quando o ribossomo se move ao 
longo de um mRNA (ou o mRNA e transportado atraves do 
ribossomo), a especificidade de ligagao do aminoacil-tRNA 
nos sitios A, Pe E modifica-se a medida que diferentes co¬ 
dons de mRNA se alinham nos sitios de ligagao. Portanto, 
os sitios de ligagao ribossomicos (mRNA negativo) sao capa- 
zes por eles mesmos de se ligar a qualquer aminoacil-tRNA. 

TRADUCAO | A SINTESE DE POLIPEPTIDIOS 
USANDO MOLDES DE mRNA 

Nos agora analisamos todos os principals componentes 
do sistema de sintese proteica. As moleculas de mRNA 


Subunidade 50S - estrutura cristalografica 



B 


■ FIGURA 12.15 Estrutura do ribossomo em Thermus thermophilus. 
Estrutura cristalografica do ribossomo 70S com resotugao de 0,55 nm, 
mostrando o ribossomo complete (A) e as interfaces das subunidades 
SOS (B) e 30S (C). A. Subunidade 50S a esquerda; subunidade 30S 
a direita. B, C. Interfaces da subunidade 50S e da subunidade 30S 
obtidas por rotagao das estruturas mostradas em (A) 90° a esquerda 
(B) ou a direita (C), respectivamente. Os tRNA nos sitios A,PeE sao 
mostrados em amarelo, laranja e vermelho, respectivamente. Com¬ 
ponentes: rRNA 16S (dano); rRNA 23S (cinza); rRNA 5S (azul-claro); 
protelnas da subunidade 30S (azul-escuro); e protelnas da subunidade 
50S (magenta). LI, protelna 1 da subunidade grande; S7, protelna 7 da 
subunidade pequena. 

especificam as sequencias de aminoacidos dos produtos 
genicos polipeptidicos. Os ribossomos proveem muitos 
dos componentes macromoleculares necessarios para a 
tradugao. Os tRNA garantem as moleculas adaptadoras 



tidios em resposta aos codons no mRNA. Alem disso, 
varias protelnas soluveis participam do processo. A tra¬ 
dugao da sequencia de nucleotidios em uma molecula 
de mRNA e, depois, em uma sequencia de aminoacidos 
no seu produto polipeptfdico pode ser dividida em tres 
estagios: (1) iniciagao da cadeia polipeptidica, (2) alon- 
gamento da cadeia e (3) finalizagao da cadeia. 

Tradugao \ Iniciagao da cadeia polipeptfdica 

A Iniciagao da tradugao abrange todos os processos que 
precedem a formagao de uma ligagao peptidica entre os 
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dois primeiros aminoacidos da nova cadeia polipeptfdica. 
Embora varios aspectos do processo de iniciagao sejam 
iguais em procariotos e eucariotos, ha algumas diferengas. 
Assim sendo, examinemos primeiro a iniciagao de cadeias 
polipeptfdicas em E. coli e, depois, analisemos os aspectos 
especificos da iniciagao da tradugao em eucariotos. 

Em E. coli, o processo de iniciagao conta com a par- 
ticipagao da subunidade 30S do ribossomo, um tRNA 
iniciador especial, uma molecula de mRNA, tres fatores 
de iniciagao de protefnas soluveis: IF-1, IF-2 e 1F-3, alem de 


uma molecula de GTP (Figura 12.16). A tradugao ocorre 
em ribossomos 70S, mas os ribossomos dissociam-se nas 
subunidades 30S e 50S toda vez em que completam a srn- 
tese de uma cadeia polipeptfdica. No primeiro estagio da 
iniciagao da tradugao, uma subunidade 30S livre interage 
com uma molecula de mRNA e os fatores de iniciagao. A 
subunidade SOS une-se ao complexo e forma o ribosso¬ 
mo 70S na etapa final do processo de iniciagao. 

A sfntese de polipeptidios e iniciada por um tRNA es¬ 
pecial, designado tRNA f Met , em resposta a um codon de ini- 






r 

•v • 

GDP Pj 


Depois da liberacao de !F-3, 
a subunidade SOS une-se ao complexo de iniciacao; 
GTP e clivado e IF-1 e IF-2 sao liberados. 


Ribossomo 70S 


FIGURA 12.16 A iniciagao da tradugao em E. coli 
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ciagao da tradugao (geralmente AUG, as vezes GUG). Por- 
tanto, tod os os polipeptidios come gam com metionina 
durante a smtese. Em seguida, a metionina amino termi¬ 
nal e clivada de muitos polipeptidios. Assim, as protemas 
funcionais nao necessitam de uma metionina aminoter- 
minal. A metionina no tRNA f Met iniciador tern o grupo 

amino bloqueado por um grupo formila (—C—H) (isso 
explica o subescrito “f” no tRNA f Met ). Outro tRNA de me¬ 
tionina, tRNA Met , responde a codons de metionina internos. 
Os dois tRNA de metionina tern o mesmo anticodon, e 
ambos respondem ao mesmo codon (AUG) para metioni¬ 
na. No entanto, apenas o metionil-tRNA Met interage com 
o fetor de iniciagao proteico IF-2 para comegar o processo 
de iniciagao (Figura 12.16). Desse modo, apenas o metio- 
nil-tRNA Met liga-se ao ribossomo em resposta aos codons 
de iniciagao AUG no mRNA, deixando o metionil-tRNA Met 
para se ligar em resposta aos codons AUG internos. O 
metionil-tRNA Mtl tambem se liga a ribossomos em respos¬ 
ta ao codon iniciador altemativo, GUG (um codon valina 
quando presente em posigoes internas), que ocorre em 
algumas moleculas de mRNA. 

A iniciagao da cadeia polipeptidica comega com a 
formagao de dois complexos: (1) um contem o fetor de 
iniciagao IF-2 e o metionil-tRNA Mel e (2) o outro contem 
uma molecula de mRNA, uma subunidade 30 S do ribos¬ 
somo e fetor de iniciagao IF-3 (Figura 12.16). O comple- 
xo subunidade 30S/mRNA so se forma na presenga de 
IF-3; portanto, IF-3 controla a capacidade da subunidade 
30S de comegar o processo de iniciagao. A formagao do 
complexo subunidade 30S/mRNA depende era parte 
do pareamento de bases entre uma sequencia nucleo- 
tidica perto da extremidade 3' do rRNA 16S e uma se¬ 
quencia perto da extremidade 5' da molecula de mRNA 
(Figura 12.17). Os mRNA procarioticos contem um trecho 
de polipurinas conservado, consenso AGGAGG, locali- 
zado cerca de sete nucleotidios upstream em relagao ao 
codon de iniciagao AUG. Esse hexamero conservado, de- 
nominado sequencia de Shine-Dalgarno em homenagem aos 
cientistas que a descobriram, e complementar a uma se¬ 
quencia proxima da terminagao 3' do RNA ribossomico 
16S. Quando as sequencias de Shine-Dalgarno de mRNA 
sao modificadas experimentalmente de maneira que nao 
possam mais formar pares de bases com o rRNA 16S, os 


Sequencia de Codon de iniciacao 
Shine-Dalgarno da traducao 

mRNA I- /y - 1 US 

5'•■•AACAC AUUAUCC UCGACUCGTAU- 3' 


■ ■ ■■■■■ i-i ■ *i ■ ■■■ 




3' 

rRNA 

16S 


Regiao de 
pareamento de bases 



5' 

Termino 


■ FIGURA 12. 1 O pareamento de bases entre a sequencia de Shi- 
ne-Dalgamo em mRNA procaridtico e uma sequencia complementar 
perto da terminagao 3' do rRNA 16S participa da formagao do com¬ 
plexo de iniciagao mRNA/subunidade ribossomica 30S. 


mRNA modificados nao sao traduzidos ou sao traduzidos 
de maneira muito ineficiente, indicando que esse parea¬ 
mento de bases tern papel importante na tradugao. 

Em seguida, o complexo IF-2/metionil-tRNA f Mel e o 
complexo mRNA/subunidade 30S/IF-3 combinam-se 
entre si e com o fetor de iniciagao IF-1 e uma molecula 
de GTP para formar o complexo de iniciagao 30S com- 
pleto. A etapa final na iniciagao da tradugao e o acresci- 
mo da subnidade 50S ao complexo de iniciagao 30S para 
produzir o ribossomo 70S completo. O fetor de iniciagao 
IF-3 tern de ser liberado do complexo antes que a subuni¬ 
dade 50S possa se unir ao complexo; IF-3 e a subunidade 
SOS nunca estao associados a subunidade 30S ao mesmo 
tempo. O acrescimo da subunidade SOS requer energia 
do GTP e a liberagao dos fatores de iniciagao IF-1 e IF-2. 

O acrescimo da subunidade SOS do ribossomo ao com¬ 
plexo posiciona o tRNA iniciador, metionil-tRNA Met , no si- 
tio peptidil ( P) com o anticodon do tRNA alinhado com o 
codon de iniciagao AUG do mRNA. O metionil-tRNA f Mcl e 
o unico aminoacil-tRNA que pode entrar diretamente no 
sitio P, sem primeiro passar pelo sitio aminoacil (A). Com 
o iniciador AUG posicionado no sitio P, o segundo codon 
do mRNA esta alinhado com o sitio A, determinando a 
especificidade de ligagao ao aminoacil-tRNA nesse sitio e 
criando condigoes para a segunda fase da sintese de poli¬ 
peptidios, o alongamento da cadeia. 

A iniciagao da tradugao e mais complexa em euca- 
riotos, com a participagao de varios fatores de iniciagao 
soluveis. Todavia, o processo geral e semelhante, exceto 
por dois aspectos. (1)0 grupo amino da metionina no 
tRNA iniciador nao e formilado como em procariotos. 
(2)0 complexo de iniciagao forma-se na terminagao 5 f 
do mRNA, nao no sitio de inicio da tradugao Shine-Dal¬ 
garno/AUG como em E. coli Em eucariotos, o complexo 
de iniciagao examina o mRNA, iniciando na extremida¬ 
de S', a procura de um codon AUG de iniciagao da tra¬ 
dugao. Portanto, em eucariotos, a tradugao geralmente 
comega no codon AUG mais proximo da terminagao 5' 
da molecula de mRNA, embora a eficiencia do uso de 
determinado codon AUG no inicio da tradugao depen- 
da da sequencia nucleotidica contigua. A sequencia ideal 
de iniciagao e 5'-GCC(A ou G)CCAUGG-3'. As tres bases 
purinicas (A ou G) na diregao 5' em relagao ao codon 
iniciador AUG e a G imediatamente subsequente sao as 
mais importantes e influenciam a eficiencia da iniciagao 
em dez vezes ou mais. As modificagoes de outras bases da 
sequencia reduzem menos a eficiencia da iniciagao. Essas 
exigencias de sequencia para iniciagao ideal da tradugao 
em eucariotos sao chamadas de regras de Kozak, em home¬ 
nagem a Marilyn Kozak, a primeira a propo-las. 

Assim como os procariotos, os eucariotos contem um 
tRNA iniciador especial, tRNA. Mat (“i” de iniciador), mas 
o grupo amino do metionil-tRNA Met nao e formilado. O 
iniciador metionil-tRNA Mut interage com um fetor de ini¬ 
ciagao soluvel e entra no sitio P diretamente durante o 
processo de iniciagao, assim como em E. coli. 

Em eucariotos, uma protema de ligagao ao cap (CBP) li¬ 
ga-se ao cap 7-metilguanosina na terminagao 5' do mRNA. 
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Entao, outros fatores de iniciagao ligam-se ao complexo 
CBP-mRNA, seguidos pela subunidade pequena (40S) 
do ribossomo. Todo o complexo de iniciagao move-se em 
sentido 5' —3' ao longo da molecula de mRNA, buscan- 
do o codon AUG. Quando se encontra um trinucleotidio 
AUG, os fatores de iniciagao dissociam-se do complexo, 
e a subunidade grande (60S) liga-se ao complexo metio- 
nil-tRNA/mRNA/subunidade 40S, fbrmando o ribosso¬ 
mo completo (SOS). O complexo ribossomo 80S/mRNA/ 
tRNA esta pronto para iniciar a segunda fase da tradugao, 
o alongamento da cadeia. Para explorar melhor esse pro- 
cesso, leia Resolva! Controle da tradugao em eucariotos. 

Tradugao \ Alongamento da cadeiapolipeptfdica 

O processo de alongamento da cadeia polipeptfdica e basica- 
mente igual em procariotos e eucariotos. O acrescimo de 


cada aminoacido ao polipeptfdio em crescimento ocorre 
em tres etapas: (1) ligagao de um aminoacil-tRNA ao sftio 
A do ribossomo, (2) transferencia da cadeia de polipeptf¬ 
dio em crescimento do tRNA no sftio P para o tRNA no 
sftio A pela formagao de uma nova ligagao peptfdica e (3) 
translocagao do ribossomo ao longo do mRNA para posi- 
cionar o proximo codon no sftio A (Figura 12.18). Durante 
a 3 a etapa, o polipeptfdio-tRNA nascente e o tRNA sem 
carga eletrica sao translocados dos sftios A e Ppara os sftios 
Pe E, respectivamente. Essas tres etapas sao repetidas cicli- 
camente durante todo o processo de alongamento. Aqui 
sao descritos os fatores soluveis participantes do alonga¬ 
mento da cadeia em E. colt. Fatores semelhantes partici¬ 
pant do alongamento da cadeia em eucariotos. 

Na primeira etapa, um aminoacil-tRNA entra e se liga 
ao sftio A do ribossomo, com a especificidade proporcio- 





Transferencia do polipeptfdio em crescimento 
do tRNA no sftio P para o tRNA no sftio A. 


0 aminoacil-tRNA entra Q 
no sftio A do ribossomo. 


GTP 


A 

GDP 
^—GTP 


GDP 



+ ft 


Pi 



PepM/ transferase (atividade de subunidade 5OS) 





■ FIGURE. 12.18 Alongamento da cadeia polipeptfdica em E. coti. 
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Repeticao fp> 


Repeticao 

f-met-tRNA 


1 Repeticao {p 


\Afi 

Transfocacao do 
poIipeptidio-tRNA em 
crescimento do sitio A 
para o sitio P e do 
tRNA que sai 
para o sitio £. 5L y 


IGURA 12.18 (continuagao). 


nada pelo codon de mRNA alinhado com o sitio A (Figu- 
ra 12.18). Os ties nucleotfdios no anticodon do arninoa- 
cil-tRNA tern de fazer par com os nucleotfdios do codon 
de mRNA no sitio A. Essa etapa requer o fator de alonga¬ 
mento Tu que transporta tuna molecula de GTP (EF-Tu-GTP). 
O G TP e necessario para Iigacao do aminoacil-tRNA ao 



Controle da tradugao em eucariotos 


Adiante e mostrada a sequencia nucleotidica do filamento nao 
molde de uma parte do gene HBB humano ((3-globina) que es- 
pecifica a terminagao 5' do mRNA de HBB. Lembre-se de que o 
filamento nao molde tera a mesma sequencia do transcrito do 
gene, porem com T em lugar de U. A posigao 1 e o nucleotfdio 
correspondente a extremidade 5' do mRNA. 


1 ACATTTGCTT 

TGTGTTCACT 

AACAGACACC 

TGACTCCTGA 

GCCGTTACTG 


CTGACACAAC 

AGCAACCTCA 

ATGGTGCATC 

GGAGAAGTCT 

CCCTGTGGGG 


De acordo com essa sequencia, o codigo genetico (Tabela 12.1) 
e seu conhecimento da iniciagao da tradugao em eucariotos, 
determine a sequencia de aminoacidos aminoterminal da 
p-globina humana. 

► Lei a a resposta do probtema no site 
http://gen-io.grupogen.com.br. 


sitio A, mas so e clivado depois que se forma a ligagao 
pepti'dica. Depois da clivagem de GTP, EF-Tu-GDP se 
desprende do ribossomo. EF-Tu-GDP e inativo e nao se 
liea a aminoacil-tRNA. EF-Ttt-GDP e convertido na forma 

o 

EF-Tu-GTP ativa pelo fator dealongamento (EF-Ts), C|ue hidro- 
lisa uma molecula de GTP nesse processo. EF-Tu interage 
com todos os aminoacil-tRNA, exceto o metionil-tRNA. 

A segtmda etapa no alongamento da cadeia e a forma- 
cao de uma Iigacao peptfdica entre o grupo amino do ami¬ 
noacil-tRNA no sitio A e a terminacao carboxila da cadeia 
polipeptfdica em crescimento ligada ao tRNA no sitio P. 
Isso desprende a cadeia em crescimento do tRNA no sitio 
Pe une a cadeia, por ligagao covalente, ao tRNA no sitio A 
(Figura 12.18). Essa reagao essencial e catalisada por pep- 
tidil transferase, atividade enzimatica intrinseca da subuni- 
dade 50S do ribossomo. E preciso observar que a atividade 
peptidil transferase esta na molecula de rRNA 23S e nao 
em uma protein a ribossomica, talvez outro resquicio de 
um mundo inicial constituido de RNA. A formagao da li- 
gagao peptfdica requer a hidrotise da molecula de GTP 
leva da ate o ribossomo por EF-Tu na l a etapa. 

Durante a lerceira etapa no alongamento da cadeia, o 
peptidil-tRNA presente no sitio A do ribossomo e iranslo- 
cado ate o sitio P, e o tRNA sem carga eletrica no sitio P 
e translocado ate o sitio E, quando o ribossomo se move 
ties nucleotfdios em diregao a extremidade 3' da mole¬ 
cula de mRNA. A etapa de translocagao requer GTP e 
fator de alongamento G (EF-G). O ribossomo passa por alte- 
ragoes da conformagao durante o processo de transloca¬ 
gao, sugerindo que pode percorrer a molecula de mRNA. 
A energia para o movimento do ribossomo e assegurada 
pela hidrolise de GTP. A translocagao do peptidil-tRNA 
do sitio A para o sitio P deixa desocupado o sitio A e o 
ribossomo pronto para iniciar o proximo ciclo de alon- 
gamenlo da cadeia. 
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0,1 pm 

■ FIGURA 12.19 Observagao do alongamento de polipeptidios de fibroma na regiao posterior da giandula sericigena do bicho-da-seda Bombyx 
mori. As setas apontam os polipeptidios da fibroma em crescimento. Observe o aumento do comprimento a medida que se aproxima da extre- 
midade 3' da molecula de mRNA. 


O alongamento de um polipeptidio eucariotico, a 
proteina da seda fibroma, pode ser observado ao micros- 
copio eletronico com o auxilio de tecnicas desenvolvidas 
por Oscar Miller, Barbara Hamkalo e colaboradores. A 
maioria das protemas dobra-se na superficie do ribossomo 
durante a smtese. A fibroina, porem, se mantem estendida 
na superficie do ribossomo nas condigoes usadas por Mil¬ 
ler e colaboradores. Desse modo, as cadeias polipeptidicas 
nascentes cujo comprimento esta aumentando podem ser 
observadas ligadas aos ribossomos quando sao examinadas 
desde a extremidade 5' ate a extremidade 3' do mRNA 
(Figura 12.19) . A fibroma e uma protema grande, com mas- 
sa superior a 200.000 daltons; e sintetizada em grandes po- 
lirribossomos que contem de 50 a 80 ribossomos. 

O alongamento da cadeia polipeptidica avanga com 
rapidez. Em E. coli, as tres etapas necessarias para acres- 
centar um aminoacido a cadeia polipeptidica em cresci¬ 
mento levam cerca de 0,05 s. Portanto, a sintese de um 
polipeptidio contendo 300 aminoacidos leva cerca de 
15 segundos. Dada a sua complexidade, a precisao e a 
eficacia do aparelho de tradugao sao realmente extraor- 
dinarias. 


Tradugao \ Termino da cadeia polipeptidica 

O termino do alongamento da cadeia polipeptidica ocorre 
quando um dos tres codons de termino da cadeia {UAA, UAG 
ou UGA) entra no sitio A do ribossomo (Figura 12.20). 
Esses tres codons de termino podem ser reconhecidos 
por protemas soluveis chamadas fatores de liberagao (RF). 
Em E. coli, existem dois fatores de liberagao, RF-1 e RF-2. 
RF-1 reconhece os codons de termino UAA e UAG; RF-2 
reconhece UAA e UGA. Em eucariotos, um unico fator 
de liberagao (eRF) reconhece os tres codons de termino. 
A presenga de um fator de liberagao no sitio A altera 
a atividade da peptidil transferase de tal modo que ela 
acrescenta uma molecula de agua a terminagao carboxila 
do polipeptidio nascente. Essa reagao desprende o poli¬ 
peptidio da molecula de tRNA no sitio P e desencadeia 
a translocagao do tRNA livre para o sitio E. O termino e 
concluido pela liberagao da molecula de mRNA do ribos¬ 
somo e dissociagao do ribossomo em suas subunidades. 
Entao, as subunidades ribossomicas estao prontas para 
iniciar outro ciclo de smtese proteica, conforme ja des- 
crito. 


PONTOS ESSENCIAIS * Ai - infonmagdes geneticas nas sequencias de nucleotidios das moleculas de mRNA sao 

traduzidas em sequencias de aminoacidos nos produtos genicos polipeptidicos por mdquinas 
macromoleculares intricadas denominadas ribossomos 


• O processo de tradugao e complexo e exige a participagao de muitas moleculas diferentes de 
RNA e protema 

• As moleculas de RNA transportador atuam como adapt adores, mediando a interagao entre 
aminoacidos e codons no mRNA 

• O processo de tradugao e dividido em inidagao, alongamento e termino das cadeias 
polipeptidicos e e controlado pelas especificagdes do codigo genetico. 
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tRNA P!ie 


5 '!= 

tRNA Gly 


y 


Q Desprendimento do polipeptidio nascente 
e RF-1 e transference de tRNA Gly 
do sftio P para o sftio £. 


Codon 
de termino 


Fator 1 de liberacao 


0 fator 1 de liberacao liga-se 
ao codon de termino UAG no 
sftio A do ribossomo e tRNA Phe 
sai do sftio £. 





0 Dissociacao do compiexo mRNA-tRNA-ribossomo, 


mRNA 


Polipeptidio 

nascente 


FIGURA 12.20 Termino da cadeia polipeptfdica em E. coli. O grupo formiia da formilmetionina e retirado durante a tradugao. 


Codigo genetico 


O codigo genetico e um codigo sem sobreposigao em que 
cada aminoacido mais a iniciagao e o termino do polipep- 
tfdio sao especificados por codons de RNA constituidos de 
tres nucleotfdios. 


Quando se descobriu que os genes controlavam a estru- 
tura dos polipeptfdios, as atengoes se voltaram para o 
mecanismo usado pela sequencia dos quatro diferentes 
nucleotidios do DNA para controlar a sequencia dos 20 
aminoacidos presences nas protemas. Com a descoberta 
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do mRNA intermediario (Capftulo 11), a duvida passou 
a ser como a sequencia de quatro bases nas moleculas de 
mRNA poderia especificar a sequencia de aminoacidos 
de um polipeptfdio. Qual e a natureza do codigo geneti- 
co que correlaciona as sequencias de bases do mRNA as 
sequencias de aminoacidos? Sem duvida, os sfmbolos ou 
as letras usados no codigo tern de ser as bases; mas o que 
constitui um codon, a unidade ou palavra que especifica 
um aminoacido ou, na pratica, um aminoacil-tRNA? 

PROPRIEDADES DO C6DIGO GENETICO | 
CONSIDERACOES GERAIS 

As principals caracteristicas do codigo genetico foram 
esclarecidas na decada de 1960. A decifragao do codigo 
foi um dos acontecimentos mais empolgantes na histo- 
ria da ciencia, com o surgimento quase diario de novas 
informagoes. Em meados da decada de 1960, o codigo 
genetico foi desvendado em sua maior parte. Antes de 
destacarmos caracteristicas especificas do codigo, anali- 
semos suas propriedades mais importantes. 

1. O codigo genetico e constitmdo de trinucleotidios. Tres 
nucleotidios no mRNA especificam um aminoacido 
no produto polipeptfdico; portanto, cada codon con- 
tem tres nucleotidios. 

2. O codigo genetico ndo tem sobreposigoes. Cada nucleotidio 
no mRNA pertence a apenas um codon, exceto em 
casos raros de sobreposigao de genes nos quais uma 
sequencia nucleotidica e lida em duas matrizes de lei- 
tura diferentes. 

3. O codigo genetico ndo tem virgulas. Nao ha virgulas nem 
outro tipo de pontuagao nas regioes codiflcadoras das 
moleculas de mRNA. Durante a tradugao, a leitura dos 
codons e consecutiva. 

4. O codigo genetico e degenerado. Todos os aminoacidos, ex¬ 
ceto dois, sao especificados por mais de um codon. 

5. O codigo genetico e ordenado. Varios codons para um de- 
terminado aminoacido e codons para aminoacidos 
com propriedades quimicas similares sao muito seme- 
lhantes, geralmente diferindo em apenas um nucleo¬ 
tidio. 

6. O codigo genetico content codons de iniciagdo e de termino. 
Codons especfficos sao usados para iniciar e finalizar 
as cadeias polipeptidicas. 

7. O codigo genetico e quase universal. Com poucas exce- 
goes, os codons tem o mesmo significado em todos os 
organismos vivos, desde virus ate os seres humanos. 

TRES NUCLEOTIDIOS POR CODON 

Vinte aminoacidos diferentes sao incorporados aos po- 
lipeptidios durante a tradugao. Portanto, no minimo 
20 codons diferentes tem de ser formados com as quatro 
bases existentes no mRNA. Duas bases por codon resul- 
tariam era apenas 4 2 ou 16 codons possiveis, o que, sem 
duvida, e insuficiente. Tres bases por codon resultam em 
4 3 ou 64 codons possiveis, um aparente excesso. 


Em 1961, Francis Crick e colaboradores publicaram a 
primeira forte evidencia de apoio a um codigo triplo (tres 
nucleotidios por codon). Crick e colaboradores fizeram 
a analise genetica de mutagoes induzidas no locus rll do 
bacteriol'ago T4 pela substancia quimica proflavina. A 
proflavina e um agente mutagenico que causa acresci- 
mos e delegoes de um par de bases (Capitulo 13). Os mu- 
tan tcs dl do fago T4 sao incapazes de se desenvolver em 
celulas da linhagem K12 de E. coli, mas se desenvolvem 
como o fago tipo selvagem em celulas da linhagem B de 
E. coli. O tipo selvagem de T4 desenvolve-se igualmente 
bem nas duas linhagens. Crick e colaboradores isolaram 
revertentes, induzidos por proflavina, de uma mutagao 
rll induzida por proflavina. Demonstrou-se que esses re¬ 
vertentes eram produzidos por outras mutagoes em sitios 
proximos, nao por reversao da mutagao original. As mu¬ 
tagoes em um segundo sitio que restauram o fenotipo 
selvagem em um organismo mutante sao denominadas 
mutagoes supressoras, porque anulam, ou suprimem, o(s) 
efeito (s) da mutagao original. 

Crick e colaboradores concluiram que se a mutagao 
original era um acres cimo ou delegao de apenas um 
par de bases, as mutagoes supressoras tem de ser dele- 
goes ou acrescimos de um par de bases, respectivamen- 
te, ocorridas em um ou mais sitios proximos da mutagao 
original. Se trinucleotidios sequenciais de um mRNA 
especificam aminoacidos, e possivel reconhecer ou ler 
cada sequencia nucleotidica durante a tradugao de tres 
maneiras diferentes. Por exemplo, a leitura da sequencia 
AAAGGGCCCTTT pode ser (1) AAA, GGG, CCC, TTT, 
(2) A, AAG, GGC, CCT, TT ou (3) AA, AGG, GCC, CTT, 
T. A matriz de leitura de um mRNA e a serie de trinucleo¬ 
tidios que sao lidos (posicionados no sitio A do ribosso- 
mo) durante a tradugao. O acrescimo ou a delegao de 
um unico par de bases altera a matriz de leitura do gene e 
o mRNA para aquela parte do gene distal a mutagao. Esse 
efeito e ilustrado na Figura 1Z.21A. Entao, as mutagoes su¬ 
pressoras foram isoladas como mutantes simples por exa- 
me da prole resultante do retrocruzamento com o tipo 
selvagem. A exemplo da mutagao original, as mutagoes 
supressoras produzem fenotipos mutantes rll. Em segui- 
da, Crick e colaboradores isolaram mutagoes supresso¬ 
ras, induzidas por proflavina, das mutagoes supressoras 
originais, e assim por diante. 

Crick e colaboradores, entao, classificaram todas as 
mutagoes isoladas em dois grupos, mais {+) e me nos (-) 
(para acrescimos e delegoes, embora eles nao tivessem 
ideia de qual grupo era qual), com base na conclusao de 
que uma mutagao (+) suprimiria uma mutagao (-), mas 
nao outra mutagao (+) e vice-versa (Figura 12.21). Entao, 
eles construiram recombinantes que tinham van as com- 
binagoesdas mutagoes (+) e (—). Da mesma forma que os 
mutantes simples, os recombinantes com duas mutagoes 
(+) ou duas mutagoes (—) sempre tinham fenotipo mu¬ 
tante. O resultado decisivo foi que recombinantes com 
tres mutagoes (+) (Figura 12.21 B) ou tres mutagoes (-) 
geralmente tinham fenotipo selvagem. Isso indicava que 
o acrescimo de tres pares de bases ou a delegao de tres 
pares de bases deixava a porgao distal do gene com a ma- 
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A delecao de apenas um par de bases restaura a matriz de leitura modificada pelo acrescimo 
de apenas um par de bases. 


DNA 

(Aielo selvagem) 


ATG TTT CCC AAA GGG TTT 
TAC AAA GGG TTT CCC AAA 


Transcricao 


CCC TAG 

m-m-w #** mrm w ■> mm 

GGG ATC 


mRIMA 


AUG UUU CCC AAA GGG UUU.CCC UAG 


> 


Insercao de 
apenas um 
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V 


"V 


Traducao 


Protema Met - Phe - Pro - Lys - Gly - Phe 


Pro -(termino) 


Fenotipo 

selvagem 


A 


Insercao do par de bases ■■ altera a matriz de leitura. 

T 


DNA 

(Aielo mutante) 
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rr mm »i* 

TAC 
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4 a #«- m m wm 4#4 mmm 4 * * m m vi m* »■« aa-a vaa r r ww mm- 

TAA AGG GTT TCC CAA A 


CC CTA G 

4## 4-4# a*a a m mm 

GG GAT C 


Transcricao 


mRNA AUG AUU U CC CAA 


Mutacao 

i 
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(delecao de 
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par de bases) 


AGG. 
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CC CUA G 
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"V" 
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> 
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A delecao do par de bases restaura a matriz de leitura original. 

G 
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duplo revertente) 
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it m 4 4* 


TAC TAA AGG TTT CCC AAA 


V 


V 


Transcricao 


mRNA AUG AUU UCC AAA GGG UUU 
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"V 
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"V 


CCC UAG 


Pro-(term) 
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alterados 
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> Fenotipo 
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> 
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J ■—v— 4 u —y 
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"V 


Traducao 
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FIGURA 12.21 Primeiras evidences de que o codigo genetico e um codigo triplo. Veja detalhes no texto. 
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triz de leitura selvagem. Esse resultado so seria esperado 
se cada codon tivesse tres nucleotidios. 

Dados obtidos por estudos in vitro da tradugao logo 
apoiaram os resultados de Crick e colaboradores e con- 
firmaram a natureza trinucleotidica do codigo. Alguns 
dos resultados mais importantes loram: (1) Os trinucleoti- 
dios eram suficientes para estimular a ligagao especifica de 
aminoacil-tRNA aos ribossomos, por exemplo, 5'-UUU-3' 
estimulou a ligagao de fenilalanil-tRNA Phc aos ribossomos. 
(2) Moleculas de mRNA sintetizadas quimicamente que 
continham sequencias dinucleotidicas repetidas guiaram 
a sintese de copolimeros (grandes moleculas semelhantes 
a cadeias constituidas de duas subunidades diferentes) 
com sequencias alternadas de aminoacidos. Por exemplo, 
quando se usou poli(UG) como mRNA ardficial em um 
sistema de tradugao in vitro , foi sintetizado o copolimero 
repeddo (cys-val) . (Os subescritos n e m indicam o nu- 
mero de nucleotidios e aminoacidos nos respectivos poli- 
meros.) (3) Ja os mRNA com sequencias trinucleotidicas 
repetidas guiaram a sintese de uma mistura de tres homo 
polimeros (com iniciagao aleatoria nesses mRNA nos sis- 
temas in vitro ). Por exemplo, poli (UUG) guiou a sintese 
de uma mistura de polileucina, policisteina e polivalina. 
Esses resultados sao compativeis apenas com um codigo 
triplo, com suas tres diferentes matrizes de leitura. Quan¬ 
do poli (UUG) e traduzida na matriz de leitura 1, UUG, 
UUG, e produzida polileucina, mas a tradugao na matriz 
de leitura 2, UGU, UGU, produz policisteina, e a tradu¬ 
gao na matriz de leitura 3, GUU, GUU, produz polivalina. 
Por fim, a natureza trinucleotidica do codigo foi estabe- 
lecida defmitivamente por comparagao das sequencias 
de nucleotidios de genes e mRNA com as sequencias de 
aminoacidos de seus produtos polipeptidicos. 

DECIFRANDO O C6DIGO 

A decifragao do codigo genetico na decada de I960 le- 
vou varios anos, com acirrada competigao entre muitos 
laboratories de pesquisa. Novas informagoes acumu- 
lavam-se com rapidez, mas as vezes eram incompativeis 
com dados anteriores. Na verdade, a decifragao do codi¬ 
go foi um grande desafio. 


A decifragao do codigo genetico exigiu que os cientis- 
tas obtivessem respostas para varias perguntas. (1) Que 
codons sao especificados por cada um dos 20 aminoa¬ 
cidos? (2) Quantos dos 64 possiveis codons de trinucleo- 
tidios sao usados? (3) Como e pontuado o codigo? (4) 
Os codons tern o mesmo significado em virus, bacterias, 
vegetais e animais? As respostas a essas perguntas foram 
obtidas principalmente a partir dos resultados de dois ti- 
pos de experimentos, ambos com emprego de sistemas 
acelulares. O primeiro tipo de experimento foi a tradu¬ 
gao de moleculas de mRNA artificiais in vitro e a identifi- 
cagao de quais dos 20 aminoacidos foram incorporados 
as proteinas. No segundo tipo de experimento, os ribos¬ 
somos foram ativados por mini-mRNA com apenas tres 
nucleotidios. Em seguida, os pesquisadores identificaram 
quais aminoacil-tRNA foram estimulados a se ligar aos ri¬ 
bossomos ativados por cada mensagem do trinucleotidio 
(Figura 12.22). 

A decada de 1960 — a era da decifragao do codigo 
genetico - foi um dos periodos mais empolgantes na 
historia da biologia. Decifrar o codigo genetico foi uma 
tarefa dificil e cansativa, e o progresso veio em uma se- 
rie de inovagoes. Combinando os resultados dos experi¬ 
mentos de tradugao in vitro feitos com mRNA sintetico 
e ensaios de ligagao a trinucleotidios, Marshall Niren- 
berg, Severo Ochoa, H. Ghobind Khorana, Philip Le- 
der e seus colaboradores identificaram o significado dos 
64 codons trinucleotidicos (Tabela 12.1). Nirenberg e 
Khorana compartilharam o Premio Nobel de Fisiologia 
ou Medicina de 1968 por seu trabalho sobre o codigo 
com Robert Holley, que identificou a sequencia nucleo- 
tidica completa do tRNA da alanina de levedura. Ochoa 
ja recebera o Premio Nobel de 1959 pela descoberta da 
RNA polimerase. 

CODONS DE INICIAgAO E DE itRMINO 

O codigo genetico tambem assegura a pontuagao das 
informagoes geneticas no nivel da tradugao. Tanto em 
procariotos quanto em eucariotos, o codon AUG e usa- 
do para iniciar cadeias polipeptidicas (Tabela 12.1). Em 
casos raros, GUG e usado como codon de iniciagao. 




Ribossomos ativados por 
um mini-mRNA trinucleotidico 



na presenca de 



Estimu/a a 
ligacao de 
aminoacil-tRNA 


14 C-Phe 

Fenila!anina-tRNA Phe marcada com 14 C 



14 C-Phe 


Complexo trinucieotidio/fenila!anina-tRNA Phe /ribossomo 


■ FIGURA 12.22 EstimuLagao da ligagao de aminoacil-tRNA aos ribossomos por mfni-mRNA trinucleotfdicos sinteticos. Os resultados desses 
ensaios de ligagao ao ribossomo ativada por trinucleotidios ajudaram os cientistas a decifrar o codigo genetico. 
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O Codigo Genetico. 
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a Cada sequencia trinucleotidica ou codon e a sequencia nucleotidica no mRNA (nao no DNA) que especifica 
a incorporacao do aminoacido indicado ou o termino da cadeia polipeptidica. Os sfmbolos de uma letra para 
os aminoacidos estao entre parenteses depois das abreviaturas padronizadas de tres letras. 


Codon de iniciacao 

r 

da cadeia polipeptidica 

Codon de termino 
da cadeia polipeptidica 


Nos dois casos, o codon de iniciacao e reconhecido por 
um tRNA iniciador, tRNA f Mei em procariotos e tRNA ; Mel 
em eucariotos. Em procariotos, um codon AUG tern de 
suceder uma sequencia nucleotidica apropriada, a se¬ 
quencia de Shine-Delgarno, no segmento nao traduzido 
5' da molecula de mRNA para servir como codon de 
iniciagao da tradugao. Em eucariotos, o codon e obriga- 
toriamente a primeira sequencia AUG encontrada pelo 
ribossomo ao examinar a molecula de mRNA a partir da 
extremidade 5\ Nas posigoes internas, AUG e reconhe- 
cida por tRNA Met , e GUG e reconhecida por um tRNA 
da valina. 

Tres codons — UAG, UAA e UGA — especificam o ter¬ 
mino da cadeia polipeptidica (Tabela 12.1). Esses codons 
sao reconhecidos por fatores de liberagao de protemas 
e nao por tRNA. Os procariotos contem dois fatores de 
liberagao, RF-1 e RF-2. RF-1 termina os polipeptfdios em 
resposta aos codons UAA e UAG, ao passo que RF-2 causa 
o termino nos codons UAA e UGA. Os eucariotos tern 
um fator de liberagao unico que reconhece os tres co¬ 
dons de termino. 


um c6digo degenerado 

E ORDENADO 

Todos os aminoacidos, exceto a metionina e o triptofano, 
sao especificados por mais de um codon (Tabela 12.1). 
Tres aminoacidos - leucina, serina e arginina - sao espe- 
cificados por seis diferentes codons cada um. A isoleu- 
cina tern tres codons. Cada um dos outros aminoacidos 
tem dois ou quatro codons. A ocorrencia de mais de um 
codon por aminoacido e denominada degeneragao (embo- 
ra a conotagao habitual do termo nao seja apropriada). 
A degeneragao no codigo genetico nao e aleatoria, mas 
muito bem organizada. Na maioria dos casos, os multi¬ 
ples codons que especificam determinado aminoacido 
diferem apenas em uma base, a terceira base ou base 3' 
do codon. Existem basicamente dois tipos de degenera¬ 
gao. (1) A degeneragao parcial ocorre quando a tercei¬ 
ra base pode ser uma das duas pirimidinas (U ou C) ou 
uma das duas purinas (A ou G). Na degeneragao parcial, 
a substituigao da terceira base de uma purina por uma 
pirimidina, ou vice-versa, modifica o aminoacido especi- 
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ficado pelo codon. (2) No caso de degeneragao comple- 
ta, qualquer uma das quatro bases pode estar na terceira 
posigao no codon, e ainda assim o codon especifica o 
mesmo aminoacido. Por exemplo, a valina e codificada 
por GUU, GUC, GUA e GUG (Tabela 12.1). 

Os cientistas deduziram que a ordem no codigo ge¬ 
netico se desenvolveu coino um mecanismo para mini- 
mizai a letalidade das mutagoes. Muitas subsdtuigoes 
de bases na terceira posigao de codons nao modificam 
o aminoacido especificado pelo codon. Alem disso, os 
codons de aminoacidos com propriedades quimicas se- 


melhantes (como leucina, isoleucina e valina) diferem 
em apenas uma base. Portanto, muitas substituigoes de 
um unico par de bases causam a substituigao de um 
aminoacido por outro com propriedades quimicas 
muito semelhantes {p. ex., isoleucina por valina). Na 
maioria dos casos, as substituigoes conservativas desse 
tipo dao origem a produtos genic os ativos, o que mi- 
nirniza os efeitos das mutagoes, Para avaliar sua com- 
preensao do codigo genetico, leia Problema resolvido: 
Previsao das substituigoes de aminoacidos induzidas 
por mutagenos. 


*1 l<f«1 ITj 


Previsao das substituigoes de aminoacidos induzidas por mutagenos 


PROBLEMA 

A hidroxilamina (Nl-LOH) transfere um grupo hidroxila (-OH) para a ci- 
tosina, produzindo hidroximetilcitosina (hmC) que, ao contrario da citosi- 
na, faz par com a adenina. Portanto, a hidroxilamina induz a substituigao 
do par de bases G:C por A:T no DNA. Ao se tratar o DNA bifilamentar 
de um virus como o fago T4 com hidroxilamina, que substituigoes de 
aminoacidos serao induzidas nas proteinas codificadas pelo virus? 

FATOS E CONCEITOS 

1. A natureza do codigo genetico -osignificado das 64 sequences 
de trinudeotidios no mRNA - e mostrada na Tabela 12.1. 

2. A degeneragao completa ocorre quando os dois primeiros 
nudeotidios em um codon de mRNA sao suficientes para deter- 
minar o aminobcido no polipeptidio especificado pelo mRNA. 

3. A degeneragao parciat ocorre quando o mesmo aminoacido e 
especificado se a base no nucleotidio 3' de um codon for uma 
das duas pirimidinas ou uma das duas purinas. 

4. A hidroxilamina so altera codons especificados por trincas de 
pares de bases de DNA que contenham G:C. 

5. Se o par de bases G:C ocupar a terceira posigao {3') da trinca, a 
hidroxilamina so induz substituigoes de aminoacidos nos casos 
em que o codigo genetico NAO e degenerado, ou seja, quando 
a base presente como nucleotidio 3' do codon determine seu 
significado. Apenas dois codons nao sao degenerados na posigao 
3'; eles sao 5'-AUG-3' (metionina) e 5'-UGG-3' (triptofano). 

6. Nos codons com degeneragao completa ou parcial na posigao 3', a 
hidroxiLamina nao induz substituigoes de aminoacidos por modifi- 
cagao do par de bases que especifica a base 3' no codon. Ela induz 
substituigoes G:C —* A:T e C:G —»T:A (onde a primeira base esta 
no filamento-molde). No entanto, em vista da degeneragao parcial 
ou completa, os codons resultantes ainda especificam os mesmos 
aminoacidos. Um codon de lisina AAG, por exemplo, poderia ser 
modi ficado para um codon de lisina AAA, ou um codon de fenila- 
lanina UUC poderia ser modificado para um codon de fenilalanina 
UUU. Mas em nenhum desses casos ha substituigao do aminoacido. 

ANALISE E SOLUCAO 

A resposta a pergunta sobre quais substituigoes de aminoacidos sao 
induzidas pela hidroxilamina requer analise meticutosa da natureza 
do codigo genetico (Tabela 12.1). Possfveis alvos da mutagenese 
de hidroxilamina sao os trinudeotidios de DNA especificadores de 
codons de mRNA contendo C e G na primeira (5') e segunda posi- 


goes nos codons e os trinudeotidios especificadores de codons nao 
degenerados com G ou C na terceira posigao (3'). A bem da verdade, 
ha mais alvos em potencial nos genomas que nao atvos; 51 dos 64 
trinudeotidios de DNA contem pares de bases G:C ou C:G. Consi- 
dere como exemplo o codon de arginina 5'-AGA-3'; ele sera trans- 
crito de um filamento-molde de DNA com a sequencia 3'-TCT-5' 
(invertendo a polaridade para manter as bases na mesma ordem). 
A C nessa sequencia pode ser hidroximetilada, produzindo hmC, 
que fara par com a adenina. Apos duas replicagoes semiconserva- 
tivas, o filamento-molde de DNA contera a sequencia 3'-TTT-5' 
nesse sitio, e a transcrigao dessa sequencia produzira um codon de 
mRNA 5'-AAA-3'. A tradugao do mRNA levara a insergao de lisina 
no polipeptidio produzido porque AAA e um codon de lisina. Por¬ 
tanto, um exemplo dos efeitos da hidroxilamina sera a substituigao 
de resfduos de arginina por lisina. Esse processo e apresentado no 
diagrama adiante. 


DNA 


A G A 

+ i I + §■ + I 

I C T 


1 


Transcricao 


mRNA 


Proteina 


A G A 
^Traducao 

Arginina 


Hidroxilamina 


DNA 



i 


mRNA 


5' 


Transcricao 


3' 


Proteina 


AAA 

^Traducao 

Lisina 


Os unicos aminoacidos especificados por codons que nao tern al¬ 
vos de substituigao de aminoacidos induztda por hidroxilamina sao 
fenilalanina (UUU e UUC), isoleucina (AUU, AUC e AUA), tirosina 
(UAU e UAC), asparagina (AAU e AAC) e lisina (AAA e AAG). Todos 
os outros aminoacidos sao especificados por trincas de pares de 
bases de DNA que contem um ou mais pares G:C, em que C e o alvo 
em potencial da mutagenese por hidroxilamina. 
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UM CODIGO QUASE UNIVERSAL 

Atualmente ha uma enorme quantidade de informagoes, 
obtidas por estudos in vitro, das substituigoes de aminoa- 
cidos causadas por mutagoes e do sequenciamento corre- 
lacionado de acid os nucleicos e polipeptfdios, que possibi- 
litam uma comparagao do significado dos 64 codons em 
diferentes especies. Todos esses dados indicam que o codi- 
go genetico e quase universal; isto e, os codons tem o mesmo 
significado, com poucas excegoes, em todas as especies. 

As excegoes mais importantes a universalidade do co- 
digo ocorrem em mitocondrias de mamfferos, leveduras 
e varias outras especies. As mitocondrias tem seus pro- 
prios cromossomos e mecanismos de suitese proteica 


(Capftulo 15). Ainda que os sistemas mitocondrial e ci- 
toplasmatico sejam semelhantes, ha algumas diferengas. 
Nas mitocondrias de seres humanos e de outros mamf¬ 
feros, (1) UGA especifica triptofano, e nao finalizagao 
da cadeia, (2) AUA e um codon de metionina, nao de 
isoleucina e (3) AGA e AGG sao os codons de termino 
da cadeia, em vez dos codons de arginina. Os outros 
60 codons tem o mesmo significado nas mitocondrias de 
mamfferos e no mRNA nuclear (Tabela 12.1). Tambem 
existem diferengas raras no significado do codon nas mi¬ 
tocondrias de outras especies e em transcritos nucleares 
de alguns protozoarios. No entanto, como essas exce¬ 
goes sao raras, o codigo genetico deve ser considerado 
quase universal. 


PONTOS ESSENCIA1S 


Todos os 20 aminoacidos nas proteinas sdo especificados por um ou mais trinucleotidios no 
mRNA 


Dos 64 trinucleotidios possiveis, dados as quatro bases no mRNA, 61 especificam aminoacidos 
e 3 sinalizam o termino da cadeia 

• O codigo nao e sobreposto (cada nucleotidio faz parte de um unico codon), e degenerado (a 
maioria dos aminoacidos e especijicada por dots ou quatro codons) e e ordenado (aminoacidos 
similares sdo especificados por codons semelhantes) 

• O codigo genetico e quase universal; com poucas excegoes, os 64 trinucleotidios tem o mesmo 
significado em todos os organismos. 


Interagoes codon-tRNA _ 

Os codons nas moleculas de mRNA sao reconhecidos por 
aminoacil-tRNA durante a tradugao. 

A tradugao de uma sequencia de nucleotfdios no mRNA 
na sequencia correta de aminoacidos no produto polipep- 
tfdico exige o reconhecimento preciso de codons pelo 
aminoacil-tRNA. Em vista da degeneragao do codigo ge¬ 
netico, e preciso que varios tRNA diferentes reconhegam 
os diferentes codons especificadores de determinado 
aminoacido ou que o anticodon de determinado tRNA 
seja capaz de lormar pares de bases com varios codons 
diferentes. Na verdade, esses dois fenomenos ocorrem. 
Existem varios tRNA para determinados aminoacidos, e 
alguns tRNA reconhecem mais de um codon. 

RECONHECIMENTO DE C6DONS POR 
tRNA | A HIP6TESE DA OSCILACAO 

A ligagao de hidrogenio entre as bases nos anticodons 
de tRNA e os codons de mRNA seguem regras rfgidas 
de pareamento de bases somente para as duas primeiras 
bases do codon. O pareamento da terceira base do codon 
e menos rigoroso e possibilita o que Crick chamou de 
oscilagao nesse sftio. Com base nas distancias moleculares 
e em aspectos estericos (estrutura tridimensional), Crick 
propos que a oscilagao ensejaria varios tipos, mas nao to¬ 
dos, de pareamento na terceira base do codon durante 


a interagao codon-anticodon. Desde entao sua proposta 
vem sendo corroborada firmemente por dados experi- 
mentais. A Tabela 12.2 mostra o pareamento de bases pre- 
visto pela hipotese da oscilagao de Crick. 

A hipotese da oscilagao previu a existencia de pelo menos 
dois tRNA para cada aminoacido com codons que apre- 
sentam degeneragao completa, e isso foi comprovado. A 
hipotese da oscilagao tambem previu a ocorrencia de tres 
tRNA para os seis codons da serina. Tres tRNA foram ca- 
racterizados para serina: (1) tRNA Serl (anticodon AGG) 
liga-se aos codons UCU e UCC, (2) tRNA Sc:2 (anticodon 
AGU) liga-se aos codons UCA e UCG e (3) tRNA Ser3 (an¬ 
ticodon UCG) liga-se aos codons AGU e AGC. Essas es- 
pecificidades foram verificadas pela ligagao estimulada 


Tabela 12.2 

Pareamento entre a base 5' dos anticodons de tRNA 
e a base 3' dos codons de mRNA de acordo com a 

hipotese da oscilagao. 


Base no anticodon 

Base no codon 

G 

U ou C 

C 

C 

A 

U 

U 

A ou G 

1 

A, U ou C 
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por trinucleotfdios de aminoacil-tRNA purificados aos 
ribossomos in vitro. 

Por fim, varios tRNA contem a base inosina, constituf- 
da da purina hipoxandna. A inosina e produzida por uma 
modificagao da adenosina apos a transcrigao. A hipotese 
da oscilagao de Crick previa que a inosina, quando pre¬ 
sence na extremidade 5' de um anticodon (a posigao de 
oscilagao), faria par com a uracila, a citosina oil a adenina 
no codon. Na verdade, o alanil-tRNA purificado que con¬ 
tem inosina (I) na posigao 5' do anticodon (Figura 12.2) 
liga-se aos ribossomos ativados por trinucleoddios CGU, 
CGC ou GGA (Figura 12.23). O mesmo resultado foi ob- 
tido com outros tRNA purificados com inosina na posi¬ 
gao 5' do anticodon. Portanto, a hipotese da oscilagao de 
Crick explica bem as relagoes entre tRNA e codons decor- 
rentes do codigo genetico degenerado, mas ordenado. 

MUTAGOES SUPRESSORAS 
QUE PRODUZEM tRNA COM 
RECONHECIMENTO DO CODON 
ALTERADO 

Mesmo se excluirmos as mitocondrias, o codigo genetico 
nao e absolutamente universal. Ha pequenas variagoes 
bem documentadas no reconhecimento do codon e na 
tradugao. Em E. coli e levedura, por exemplo, algumas 
mutagoes nos genes de tRNA alteram os anticodons e, 
portanto, os codons reconhecidos pelo tRNA mutan- 
te. A princfpio, essas mutagoes foram detectadas como 
mutagoes supressoras, substituigoes de nucleotfdios que 
suprimiam os efeilos de outras mutagoes. Em seguida, 
demonstrou-se que as mutagoes supressoras ocorriam 
em genes de tRNA. Muitas dessas mutagoes supressoras 
modificavam os anticodons dos tRNA alterados. 

Os exemplos mats conhecidos de mutagoes supres¬ 
soras que alteram a especificidade do tRNA sao aqueles 

Codons de mRNA 


GCU GCC GCA 

■ pp #*p p+p pP PPp PP p P# 


CGI CGI CGI 



■ FIGURA 12.2 Pareamento de bases entre o anticodon de atanil- 
tRNA Ala1 e os codons de mRNA GCU, GCC e CCA de acordo com a 
hipotese da oscilagao de Crick. Ensaios de tigagao de ribossomos ati¬ 
vados por trinucleotfdios mostraram que o alanil-tRNA Alal realmente 
emparelha suas bases com os tres codons. 


que suprimem as mutagoes de termino de cadeia UAG 
dentro das sequencias codificadoras dos genes. Essas mu¬ 
tagoes, denominadas mutagoes dmbar (em homenagem 
a um dos sens descobridores), resultaram na sfntese de 
polipeptfdios truncados. As mutagoes que produzem 
trinucleotfdios de termino da cadeia nos genes foram 
batizadas de mutagoes sem sentido, em contraste com as mu- 
tagoes de sentido trocado, que modificam um trinucleotfdio 
de maneira que esLe passa a especificar outro aminoa- 
cido. I -m gene que contem uma mutagao de sentido 
trocado codifica um polipeptfdio completo, porem com 
substituigao de um aminoacido no produto genico poli- 
peptfdico. A mutagao sem sentido produz um polipep¬ 
tfdio truncado, e o comprimento da cadeia depende da 
posigao da mutagao no gene. Muitas vezes as mutagoes 
sem sentido sao causadas por substituigoes de apenas um 
par de bases, como mostra a Figura 12.24A. Os fragmentos 
polipepu'dicos produzidos a partir de genes que contem 
mutagoes sem sentido (Figura 12.24B) costumam ser total- 
men te inativos. Leia Resolva!: Efeilos das substituigoes de 
pares de bases na regiao codificadora do gene I IBB. 

Demonstrou-se que a supressao de mutagoes sem 
sentido e consequencia de mutagoes nos genes do tRNA 
que fazem com que os tRNA mutantes reconhegam os 
codons de termino (UAG, UAA ou UGA), embora com 
eficiencia variavel. Esses tRNA mutantes sao cliamados 
de tRNA supressores. Quando o tRNA supressor dmbar 
(UAG) produzido pela mutagao m3 dmbar e m E. coli foi 
sequenciado, constatou-se que tern um anticodon alte- 
rado. Essa mutagao supressora dmbar especffica ocorre 


Resolva! 


Efeitos das substitutes de pares de bases 
na regiao codificadora do gene HBB 

Adiante sao apresentados os primeiros 42 nucleotfdios, mos- 
trados como trincas correspondentes aos codons de mRNA, 
no filamento nao molde da regiao codificadora do gene HBB 
(p-globina) humano. Lembre-se de que o filamento nao molde 
tern a mesma sequencia do mRNA, porem com T no lugar de 
U. Os 14 primeiros (aminoterminais) aminoacidos da p-globina 
humana nascente tambem sao apresentados pelo codigo de 
uma letra (Tabela 12.1). Em seguida, a metionina e removida 
para produzir a (3-globina madura. Analise os possfveis efeitos 
fenotfpicos das quatro substituigoes de nucleotidios, numera- 
das de 1 a 4, adiante, quando presentes em homozigotos. 

1 2 3 4 

T T I C 

t ft t 

1 ATG GIG CAT CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC GTT ACT GCC 
h,n-M — V — H — L — T — P — E — E — K — S — A — V — T — A — 

Que substituigao deveria ter o maior efeito sobre o fenotipo? O 
segundo maior efeito? Nenhum efeito? Nenhum efeito ou um 
efeito muito pequeno? 

: Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io. grupogen. com. br. 
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Mutacao 
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CAG 
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Traducao 
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(termino) 



UAA 3' 


Tyr 


tRNA Tyr2 supressor 
mutante presente 
em bacterias com 
genotipo ambar su3 

(termino) 


C 

■ FIGURA 12.24 A. Formagao de uma mutagao de termino de cadeia ambar (UAG). B. Efeito sobre o produto genico polipeptfdico na ausencia 
de um tRNA supressor e (C) na presenga de um tRNA supressor.A mutagao ambar mostrada aqui substitui urn codon GAG de giutamina (Gin) 
em um codon UAG de termino de cadeia. O poiipeptidio que contem a tirosina inserida peio tRNA supressor pode ser funcional ou nao; mas a 
supressao do fendtipo mutante so ocorre quando o poiipeptidio e funcional. 


no gene do tRNA Tyr2 (um dos dois genes do tRNA da 
tirosina em E. colt ). O anticodon do tRNA Tyr2 de tipo sel¬ 
vagem (nao supressor) e 5'-G’UA-3' (em que G' e um 
derivado da guanina). O anticodon do tRNA Tyr2 mutan¬ 
te (supressor) e 5'-CUA-3\ Por causa da substituigao 
de uma base, o anticodon do tRNA Tyr2 supressor faz par 
com o codon ambar 5 '-UAG-3' (lembre-se de que o pa- 
reamento de bases sempre ocorre em filamentos de po- 
laridades opostas); ou seja, 


mRNA: 5'-UAG-3' (codon) 
tRNA: 3'-AUC-5' (anticodon) 

Por tan to, os tRNA supressores possibilitam a sintese 
de polipeptidios completos a partir de mRNA conten- 
do codons de termino nos genes (Figura 12.24C). Esses 
polipeptidios sao ativos se o aminoacido inserido pelo 
tRNA supressor nao modificar significativamente as pro- 
priedades qufmicas da proteina. Leia tambem O futuro: 
Selenocistema, o 21- aminoacido. 
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PONTOS ESSENCIAIS 


A hipotese da oscila^ao explica coma um unico tRNA e capaz de responder a dois ou mats 
codons 

Algumas mutaqoes supressoras alteram os anticodons de tRNA de ted maneira que os tRNA 
mutantes reconhecem os codons de termino da cadeia e inserem aminodcidas em resposta a sua 
present;a nas moleculas de mRNA. 


FUTURO 



SELENOCISTElNA, O 21° AMINOACIDO 

A Figura 12.1 mostra as estruturas dos 20 aminoacidos pre- 
sentes na maioria das protefnas, e aTabela 12.1 mostra os 
codons que especificam cada um desses aminoacidos e a 
iniciagao e o termino das cadeias polipeptfdicas, Algumas protef¬ 
nas, porem, tern outro aminoacido - selenocistema - especifica- 
do pelo codigo genetico por ocasiao da tradugao. A selenocistema 
contem o oligoelemento essencial selenio (numero atomico 34) 
em vez do atomo de enxofre na cistefna (Figura 1A). Quando pre¬ 
sente em protefnas - denominadas selenoprotefnas - o selenio 
reativo geralmente e encontrado no sitio ativo e participa das rea- 
goes de oxidagao/redugao {retirada/acrescimo de hidrogenio). As 
selenoprotetnas tern importantes papeis metabolicos em todos os 
organismos vivos - procariotos, eucariotos e arqueobacterias. 

A selenocistema e incorporada aos polipeptfdios durante 
a tradugao em resposta ao codon UCA, que normalmente atua 
como sinal de termino da cadeia. Os mRNA codificadores de 
selenoprotetnas contem sequences especiais de insergao de 
selenocistema (elementos SECIS, do ingles, selenocysteine insertion 
sequences) que interagem com fatores especfficos de tradugao, os 
quais levam a incorporagao de selenocistema aos polipeptfdios em 
resposta aos codons UGA (Figura IB). As estruturas e as localiza- 
g5es de elementos SECIS variam em procariotos, arqueobacterias 
e eucariotos. No entanto, em todos os casos, os elementos SECIS 
formam estruturas em grampo simitares as existentes em tRNA 
por ligagao de hidrogenio intrafilamentar. Em eucariotos, esses ele¬ 
mentos estao localizados nas regioes nao traduzidas 3' dos mRNA. 

A selenocistema tern seu proprio tRNA com um anticodon 
5'-UCA-3' e um domfnio em formato de grampo espectfico. 
Esse tRNA e ativado pelo acrescimo de serina, que e convertida 
em selenocistema. Durante a tradugao dos mRNA que codifi- 
cam selenoprotetnas, os selenocisteil-tRNA respondem aos co¬ 
dons UCA com ajuda de um fator de tradugao especffico para 
selenocistema (Figura 1B), Esse fator de tradugao especffico para 
selenocistema substitui o fator de alongamento Tu durante a en- 
trada de selenocistefna-tRNA no sitio A no ribossomo. Na ausencia 
de selenio, a tradugao de mRNA codificadores de selenoprotef- 
nas resulta na sfntese de polipeptfdios truncados, com termino da 
tradugao nos codons UCA de selenocistema, Portanto, os codons 
UCA no mRNA sem elementos SECIS especificam o termino da ca¬ 
deia polipeptfdica ao passo que os codons UCA em mRNA com es¬ 
truturas em grampo SECIS na regiao 3' especificam selenocistema. 

Existem outros aminoacidos modificados especificados por co¬ 
dons durante a tradugao? Ate agora existe mais um exemplo docu- 
mentado, a pirrolisina, lisina com um anel pirrolina na extremidade 
da cadeia lateral. A pirrolisina e incorporada aos polipeptfdios em 
algumas arqueobacterias e em uma bacteria, mas nao em eucario¬ 


tos, em resposta ao codon UAG, que normalmente especifica o 
termino da cadeia. O(s) mecanismo(s) usado(s) pelos codons UAG 
para especificar a incorporagao de pirrolisina em vez da finalizagao 
da cadeia ainda esta(ao) sendo investigado(s). 
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GTP 


Sequencia de insercao 
de selenocistema 

Pareamento de bases 


Selenocistema 


Fator de traducao 

* 

especffico da selenocistema 


T 



■ FIGURA 1 A. Comparagao das estruturas da cistefna e da 
selenocistema. B. Incorporagao de selenocistema a um polipeptfdio 
em crescimento em resposta ao codon UCA quando ha uma se¬ 
quencia de insergao de selenocistema no mRNA que esta sendo 
traduzido. 
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Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. O polipeptfdio [3-globina humana tem 146 aminoa¬ 
cidos de comprimeiito. Qual e o comprimenlo da 
porgao codificadora do mRNA da [3-globina humana? 

Resposta: Cada aminoacido e especificado por um codon 
de ires nucleotfdios. Portanto, os 146 aminoacidos 
da [3-globina sao especificados por 438 (146 X 3) 
nucleotfdios, E preciso, porem, que haja um codon 
de termino na extremidade da sequencia codifica¬ 
dora, o que perfaz o comprimeiito de 438 + 3 = 441 
nucleotfdios. Na caso da |3-globina e de muitas ou- 
tras protemas, a metionina aminoterminal (especi- 
ficada pelo codon de iniciagao AUG) e removida da 
(3-globina durante a sfntese. O acrescimo do codon 
de iniciagao aumenta a sequencia codificadora do 
mRNA da (3-globina para 444 nucleotfdios (441 + 3). 

2. Qual e a sequencia de aminoacidos produzida na 
tradugao do segmento codificador de um mRNA 
com a sequencia 5 ‘-AUGUUUCCCAAAGGG-3'? 

Resposta: (Terminagao amino)-metionina-fenilalanina-pro- 
lina-lisina-glicina-( terminagao carboxila), A se¬ 
quencia de aminoacidos e deduzida a partir do co- 
digo genelico apresentado na Tabela 12.1. AUG e o 
codon de iniciagao da metionina seguido pelo co¬ 
don da fenilalanina UUIJ, o codon da prolina CGC, 
o codon da lisina AAA e o codon da glicina GGG. 

3. Se um segmento codificador do filamen- 
to-molde de um gene (DNA) tem a sequencia 
3 -TAGAAAGGGTTTGGC-5', que sequencia de 
aminoacidos e produzida por sua transcrigao e tra¬ 
dugao? 

Resposta AsequenciademRNAproduzidapelatranscrigaodes- 
se segmento do gene e 5'-AUGUUUCCCAAAGGG-3'. 
Observe que esse mRNA tem sequencia nucleotf- 
dica igual a apresentada no Exercfcio 2. Portan- 
to, produz o mesmo peptfdio quando traduzido: 
Nil ,-Met-Phe-Pi o-Lvs-GIv-GOOH. 

4. Que sequencia de pares de nucleotfdios em um 
gene de Drosophila codifica a sequencia de aminoa¬ 


cidos metionina-triptofano (leitura da terminagao 
amino para a terminagao carboxila) ? 

Resposta: Os codons para metionina e triptofano sao 
AUG e UGG, respectivamente. Assim, a sequencia 
nucleotfdica do mRNA especificador da sequencia 
dipeptfdica metionina-triptofano tem de ser 
5'-AUGUGG-3'. O filamento-molde de DNA tem 
de ser complementar e antiparalelo a sequencia 
de mRNA (3'-TAGACC-5'), e o outro filamento de 
DNA tem de ser complementar ao filamento-mol¬ 
de. Portanto, a sequencia de pares de bases no gene 
tem de ser: 

5-ATGTGG-3' 

3 '-TAGAGC-5' 

5. Um gene de tipo selvagem contem a sequencia de 
par de trinucleotfdios: 

5'-GAG-3' 

3'-CTG-5' 

Esse trinucleotfdio especifica o aminoacido acido 
glutamico. Se o segundo par de bases nesse seg¬ 
mento genico fosse alterado de A:T para T:A, pro- 
duzindo a seguinte sequencia de DNA: 

5-GTG-3' 

3'-CAC-5' 

ainda codificaria o acido glutamico? 

Resposta: Nao, passaria a especificar o aminoacido valina, 
O codon para o acido glutamico e 5'-GAG-3', o que 
indiea que o filamento inferior de DNA e o filamen¬ 
to-molde. A transcrigao do gene de tipo selvagem 
produz a sequencia de mRNA 5'-GAG-3', que e um 
codon de acido glutamico. A transcrigao do gene al¬ 
terado produz a sequencia de mRNA 5'-GUG-3', que 
e um codon de valina. Na verdade, essa e exatamen- 
te a mesma modificagao de par de nucleotfdios que 
deu origem a hemoglobina alterada no pacienle com 
anemia falciforme de Herrick, apresentado no infcio 
deste capitulo. Ver outros detalhes na Figura 1.9. 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. A massa media dos 20 aminoacidos comuns e de 
aproximadamente 137 daltons. Galcule o compri- 
mento aproximado de uma molecula de mRNA que 
codifica um polipeptfdio com massa de 65.760 dal¬ 
tons. Suponha que o polipeptfdio contenha quanti- 
dades iguais de todos os 20 aminoacidos. 


Resposta: De acordo com essa suposigao, o polipeptfdio 
conteria cerca de 480 aminoacidos (65.760 dal¬ 
tons/137 daltons por aminoacido). Como cada co¬ 
don contem tres nucleotfdios, a regiao codificadora 
do mRNA teria 1.440 nucleotfdios de comprimeiito 
(480 aminoacidos X 3 nucleotfdios por aminoacido). 
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2. O antibiotico estreptomicina destroi E. colt sensf- 
veis porque inibe a ligagao de tRNA Met ao sftio P 
do ribossomo e causa erro de leitura de codons no 
mRNA. Em bacterias sensfveis, a estreptomicina se 
liga a proteina SI 2 na subunidade 30S do ribosso¬ 
mo. A resistencia a estreptomicina pode ser causa- 
da por mutagao no gene codificador da proteina 
S12 de tal mo do que a proteina alterada nao se li- 
gue mais ao antibiotico. Em 1964, Luigi Gorini e 
Eva Kataja isolaram mutantes de E. call que cresciam 
em meio mfnimo suplementado com o aminoacido 
arginina on com estreptomicina. Oil seja, na ausen- 
cia de estreptomicina, os mutantes comportavam-se 
da mesma maneira que as bacterias u'picas que ne- 
cessitavam de arginina. Na ausencia de arginina, 
porem, eles eram mutantes letais condicionais de- 
pendentes de estreptomicina. Isto e, cresciam na 
presenga de estreptomicina, mas nao na ausencia 
de estreptomicina. Explique os resultados obtidos 
por Gorini e Kataja. 


Resposta: Os mutantes letais condicionais dependentes de 
estreptomicina isolados por Gorini e Kataja tinham 
mutagoes de sentido trocado nos genes codificado- 
res das enzimas de biossmtese da arginina. Quando 
o meio continha arginina, essas enzimas nao eram 
essenciais. No entanto, as enzimas eram necessarias 
na ausencia de arginina (um dos 20 aminoacidos ne- 
cessarios para a sfntese de protefnas). 

A estreptomicina causa erro da leitura de codons 
do mRNA em bacterias. Esse erro de leitura permi- 
tia a tradugao ambigua dos codons que con tinham as 
mutagoes de sentido trocado - com incorporagao de 
aminoacidos errados - quando o antibiotico estivesse 
presente. Quando havia estreptomicina nas bacterias 
mutantes, ocorria a insergao ocasional de um aminoa¬ 
cido (no local da mutagao) determinante da produ- 
gao uma enzima ativa, que, por sua vez, possibilitava o 
crescimento das celulas, ainda que lento. Na ausencia 
de estreptomicina, nao havia erro de leitura, e todos 
os polipeptidios mutantes eram inativos. 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analttica 


12.1 Descreva, de maneira geral, a organizagao molecu¬ 
lar das protefnas e aponte as diferengas qufmicas e 
funcionais entre as protefnas e o DNA. Por que a 
sfntese de protefnas e objeto de especial interesse 
dos eeneticistas? 

o 

12.2 Em que locais da celula ocorre a sfntese proteica? 

12.3 Existe relagao direta entre o numero de possfveis 
alelos de um gene e o numero de pares de nucleo- 
tfdios no gene? Essa relagao e mais provavel em 
procariotos on em eucariotos? Por que? 

12.4 Por que foi necessario modificar o conceito de 
gene de Beadle e Tatum de um gene - uma enzima 

O O 

para um gene - um polipeptfdio? 

12.5 (a) Por que o codigo genetico e um codigo tri- 
plo em vez de um codigo simples on duplo? (b) 
Quantos aminoacidos diferentes sao especificados 
pelo codigo genetico? (c) Quantas sequencias de 
aminoacidos diferentes sao possfveis em um poli¬ 
peptfdio com 146 aminoacidos de comprimento? 

12.6 Que tipos de evidencias experimentais foram usa- 
dos para decifrar o codigo genetico? 

12.7 Em q ue sentido e em que grau o codigo genetico e 

(a) degenerado, (b) ordenado e (c) universal? 

12.8 A 5-bromouracila, um analogo da timina, e um 
mutageno qufmico que induz substituigoes de 
apenas um par de bases no DNA denominadas 
transigoes (substituigoes de uma purina por outra 
purina e de uma pirimidina por outra pirimidi- 


na). Com base na natureza conhecida do codigo 
genetico (Tabela 12.1), qual das substituigoes de 
aminoacidos a seguir deve ser induzida com maior 
frequencia pela 5-bromouracila? 

(a) Met —> Val; 

(b) Met —» Leu; 

(c) Lvs —* Thr; 

(d) Lys — * Gin; 

(e) Pro Arg; ou 

(f) Pro — * Gin? Por que? 

12.9 Com base nas informagoes do Problema 12.8, voce 
esperaria que a 5-bromouracila induzisse maior 
frequencia de substituigoes Ills —» Arg ou His —* 
Pro? Por que? 

12.10 Qual e o numero mmimo de tRNA necessario 
para reconhecer os seis codons especificadores do 
aminoacido leucina? 

12.11 Caracterize os ribossomos em geral quanto ao ta- 
manho, localizagao, fungao e composigao macro- 
molecular. 

12.12 (a) Em que local das celulas de organismos su- 
periores originam-se os ribossomos? (b) Em que 
local das celulas os ribossomos sao mais ativos na 
sfntese proteica? 

12.13 Identifique ires tipos diferentes de RNA partici- 
pantes da tradugao e cite as caracterfsticas e fun- 
goes de cada um. 

12.14 (a) Qual e a relagao entre o RNA mensageiro e a 
formagao de polissomos? (b) Qual e a diferenga de 
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especificidade entre o rRNA e o mRNA e tRNA? 

(c) Qual e a diferenga de tamanho e arranjo heli- 
coidal entre a molecula de tRNA e as moleculas de 
DNA e mRNA? 


12.24 (a) Qual e a diferenga entre uma mutagao sem 
sentido e uma mutagao de sentido trocado? (b) As 
mutagoes sem sentido ou de sentido trocado sao 
mais frequentes em organism os vivos? (c) Por que? 


12.15 Descreva o processo de formagao do aminoacil- 
tRNA. 

12.16 Como a tradugao e (a) iniciada e (b) terminada? 

12.17 Qual e o significado da hipotese da oscilagao? 

12.18 Caso se presuma que a massa molecular media de 
um aminoacido e 100 daltons, aproximadamente 
quantos nucleotidios havera em uma sequencia co- 
dificadora de mRNA especificadora de um unico 
polipeptidio com massa molecular de 27.000 dal¬ 
tons? 

12.19 As bases A, G, U, C, I (inosina) ocorrem nas posi- 

goes 5' de anticodons no tRNA. 

(a) Que base pode fazer par com tres bases diferentes 
nas posigoes 3' de codons no mRNA? 

(b) Qual e o numero mmimo de tRNA necessario para 
reconhecer tod os os codons de aminoacidos especi- 
ficados por codons com degeneragao completa? 

12.20 Suponha que no ano 2025, a primeira expedigao 
do homem a Marte descubra varias lormas de 
vida marcianas desenvolvendo-se em fontes hidro- 
termais subterraneas. Varias equipes de biologos 
moleculares extraem protemas e acidos nuclei cos 
desses organismos e fazem algumas descobertas 
muito importantes. A primeira descoberta e que 
as protemas nas formas de vida marcianas con¬ 
tent ape nas 14 diferentes aminoacidos em vez dos 
20 presentes nas formas de vida da Terra. A segun- 
da descoberta e que o DNA e o RNA nesses orga¬ 
nismos so tern dois nucleotidios diferentes em vez 
dos quatro nucleotidios existentes em organismos 
vivos na Terra, (a) Supondo-se que a transcrigao 
e a tradugao sejam semelhantes em marcianos e 
terraqueos, qual e o numero mmimo de nucleoti¬ 
dios necessario no codon para especificar todos os 
aminoacidos em marcianos? (b) Supondo-se que o 
codigo marciano proposto tenha sinais de inicio e 
termino da tradugao, voce esperaria que o codigo 
genetico marciano fosse degenerado como o codi¬ 
go genetico usado na Terra? 

12.21 Quais sao as diferengas basicas entre a tradugao 
em procariotos e eucariotos? 

12.22 Qual e a fungao de cada um dos seguintes compo- 
nentes do aparelho de sfntese proteica? 

(a) aminoacil-tRNA sintetase 

(b) fator 1 de liberagao 

(c) peptidil transferase 

(d) fatores de iniciagao 

(e) fator de alongamento G 

12.23 Um gene de E. coli foi isolado e demonstrou-se que 
tern 68 nm de comprimento. Qual e o numero ma- 
ximo de aminoacidos que esse gene codificaria? 


12.25 A cadeia de a-globina humana tern 141 aminoa¬ 
cidos de comprimento. Quantos nucleotidios no 
mRNA sao necessarios para codificar a a-globina 
humana? 


12.26 Quais sao as fiingoes dos sitios de ligagao A, Pe E 
do aminoacil-tRNA no ribossomo? 

12.27 (a) De que maneiras a ordem no codigo geneti¬ 
co minimiza a letalidade mutacional? (b) Por que 
as modificagoes dos pares de bases causadoras da 
substituigao de uma valina por uma leucina no 
produto genico polipeptidico raramente produ- 
zem um fenotipo mutante? 

12.28 (a) Qual e a fungao da sequencia de Shine-Dalgar- 
no no mRNA procariotico? (b) Que efeito tern a 
delegao da sequencia de Shine-Dalgarno de um 
mRNA sobre sua tradugao? 

12.29 (a) Quais sao as semelhangas entre ribossomos e 
espliceossomos? (b) Quais sao as diferengas? 

12.30 A terminagao 5' de um mRNA humano tern a se- 
guinte sequencia: 

cap 5'-GAAGAGACAAGGTCAUGGCCAU- 
AUGCUUGUUCCAAUCGUUAGCUGCGCAG- 
GAU CGCCCU GGG 3' 


Quando esse mRNA e traduzido, que sequencia 
de aminoacidos e especificada por essa parte do 


mRNA? 


12.31 Uma sequencia nucleotidica parcial (subterminal 
5') de um mRNA procariotico e: 

5' -.AGGAGGCUCGAAGAUGU CAAUAU GC- 

UU GUUCGAAU CGUUAGCU GCGCAGGACCGU 
CCCGGA..3' 


Quando esse mRNA e traduzido, que sequencia 
de aminoacidos e especificada por essa parte do 
mRNA? 

12.32 A sequencia de DNA a seguir ocorre no filamento 
nao molde de um gene estrutural em uma bacteria 
(a sequencia promotora esta localizada a esquer- 
da, mas nao e mostrada): 

1 

5' -GAATGTCAGAACTGCCATGCTTCATATGAA- 
TAGACCTCTAG-3' 

(a) Qual e a sequencia de ribonucleotidios da molecula 
de mRNA transcrita a partir desse trecho de DNA? 

(b) Qual e a sequencia de aminoacidos do polipeptidio 
codificado por esse mRNA? 

(c) Se uma mutagao do nucleotfdio indicado pela seta 
substitui T por A, qual sera a sequencia de aminoa¬ 
cidos depois da transcrigao e tradugao? 
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12.3S Alan Garen estudou amplamente uraa mutagao sem 
sentido (termino de cadeia) especifica no gene da 
fosfatase alcalina de E. coli. Essa mutagao causou o 
termino da cadeia polipeptidica da fosfatase alca¬ 
lina em uma posigao em que o polipeptidio tipo 
selvagem tinha o aminoacido triptofano. Garen 
induziu revertentes (nesse caso, mutagoes modi- 
ficadoras do mesmo codon) desse mutante com 
mutagenos quimicos que induziram substituigoes 
de apenas um par de bases e sequenciou os poli- 
peptfdios nos revertentes. Ele encontrou sete tipos 
diferentes de revertentes, cada um deles com um 
aminoacido diferente na posigao correspondente 
ao triptofano do polipeptidio de tipo selvagem 
(posigao de termino do fragmento de polipeptidio 
do mutante). Os aminoacidos existentes nessa po¬ 
sigao nos varios revertentes foram triptofano, seri- 
na, tirosina, leucina, acido glutamico, glutamina e 


lisina. A mutagao sem sentido estudada por Garen 
continha uma mutagao sem sentido UAG, UAA ou 
UGA? Explique sua dedugao. 

12.34 A sequencia de DNA a seguir e observada em uma 
bacteria (a sequencia promotora esta a esquerda, 
mas nao e mostrada). 

5 '-CAATCATGGACTGCCATGCTTCATATGAATAGTTGACAT-3' 

3'-GTTAGTACCTGACGGTACGAAGTATACriTATCAACTGTA-5' 

(a) Qual e a sequencia de ribonucleotidios da molecu- 
la de mRNA transcrita a partir do filamento-molde 
desse trecho de DNA? Suponha que os codons de 
inicio e termino da tradugao estejam presentes. 

(b) Qual e a sequencia de aminoacidos do polipeptidio 
codificado por esse mRNA? 

(c) Se um nucleotidio indicado pela seta sofre uma mu¬ 
tagao com delegao desse par de bases C:G, qual e o 
polipeptidio codificado pelo gene mutante? 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlin.nih.gov 


O codigo genetico e degenerado, com dois a seis codons 
especificando cada aminoacido, exceto a metionina e o 
triptofano. 

1. Todos os codons especificadores de determinado 
aminoacido sao usados com igual frequencia, ou 
alguns codons sao usados com maior frequencia que 
outros? Por exemplo, os codons UUA, UUG, CUU, 
CUC, CUA e CUG especificam leucina. Esses seis 
codons para leucina estao presentes com igual fre¬ 
quencia nas regioes codificadoras dos mRNA? 

2. Os seis codons especificadores da leucina sao usados 
com igual frequencia no mRNA transcrito a partir de 
genes nucleares humanos? De genes mitocondriais 
humanos? Esses codons sao usados com a mesma fre¬ 
quencia em genes nucleares e mitocondriais? 

3. Os codons para leucina sao usados com a mesma fre¬ 
quencia aproximada em diferentes especies, por 
exemplo, em celulas de seres humanos e de E. coli ? Ha 


alguma tendencia no uso de codons (uso preferido de 
codons especificos) relacionada com o conteudo AT/ 
GC dos genomas de diferentes especies? 

Dica: A pesquisa nos bancos de dados do site do NCBI 
resultara em uma quantidade enorme de informagoes. 
Nesse caso, e possivel obter informagoes mais acessiveis 
no site http://www.kazusa.jp/codon, que resume dados 
sobre o uso de codons em 35.799 organismos (muitos 
virus). Esses dados sao compilados do NCBI-GenBank File 
Release 160.0 (15 de junho de 2007). No campo Query, 
digite Homo sapiens e clique em Submit. A busca mostrara 
dois resultados: (1) mitochondrion Homo sapiens e Homo 
sapiens. Ao clicar no primeiro, aparecera um quadro de 
uso de codons em mitocondrias humanas, e no segundo, 
um quadro de uso de codons em mRNA codificados por 
genes nucleares. Para obter dados de uso de codons de E. 
coli e de outras especies de interesse basta digitar o nome 
da especie no campo Query. 



Mutagao, Reparo do 

DNA e Recombinagao 



Xeroderma pigmentosum | 
defeito do reparo do DNA 
danificado em seres humanos 

O sol brilhava intensamente em um dia de verao; para a 
maioria das criangas, dia perfeito para ir a praia. Todos os 
amigos de Nathan vestiam shorts ou roupa de banho. Prepa- 
rando-se para encontrar os amigos, Nathan vestiu calgas de 
moletom e uma camisa de mangas compridas. Em seguida, 
pos um chapeu de abas largas e aplicou uma camada ge- 
nerosa de filtro solar sobre as maos e o rosto. Enquanto os 
amigos brincavam sob a iuz do sol, Nathan tinha medo dos 
efeitos da Iuz solar. Nathan nasceu com o disturbio heredita- 
rio xeroderma pigmentosum, um trago autossomico recessivo 
que afeta cerca de 1 em cada 250.000 criangas. As celulas cutaneas 
de Nathan sao extremamente sensiveis a radiagao ultravioleta - os 
raios de alta energia da Iuz solar. A luz ultravioleta causa alteragoes 
qufmicas no DNA das celulas cutaneas de Nathan, alteragoes que 
provocam nao so o surgimento de muitas efelides, mas tambem de 
cancer de pele. 

Os amigos de Nathan nao se importavam em brincar ao sol; 
as queimaduras eram a unica grande preocupagao. Suas celulas 
cutaneas contem enzimas que corrigem as alteragoes do DNA de- 
correntes da exposigao a luz ultravioleta. Mas as celulas cutaneas 
de Nathan nao tern uma das enzimas necessarias para reparar es- 
sas alteragoes da estrutura do DNA induzidas pela luz ultravioleta. 
O xeroderma pigmentosum e causado por mutagoes homozigotas 
com perda de fungao em qualquer um entre nove genes autos- 
somicos diferentes. Alem disso, outros disturbios hereditarios sao 
causados pela ausencia de reparo do DNA lesado por outros agen- 
tes fisicos e qufmicos.As consequencias possivelmente letais des¬ 
ses defeitos hereditarios das enzimas de reparo do DNA enfatizam 
sobremaneira sua importancia. 

Diante do papel essencial do DNA nos seres vivos, a evolugao 
de mecanismos para proteger sua integridade parece inevitavel. 
Na verdade, enquanto apresentamos este capitulo, muitas en¬ 
zimas existentes nas celulas vivas examinam constantemente o 
DNA a procura de danos ou erros de pareamento dos nucleotidios. 


PANORAMA 


Mutagao | Origem da variabilidade genetica 
necessaria para a evolugao 

Base molecular da mutagao 

Mutagao | Caracterfsticas basicas do processo 

Mutagao | Efeitos fenotipicos 

Localiza^ao das mutagoes nos genes pelo 
teste de complementa^ao 

Avaliagao da mutagenicidade de substancias 
qufmicas | Teste de Ames 

Mecanismos de reparo do DNA 

Doengas humanas hereditarias com defeitos 
no reparo do DNA 

Mecanismos de recombinagao do DNA 


Quando detectados, esses defeitos sao corrigidos por um pequeno 
arsenal de enzimas de reparo do DNA, tendo cada uma delas se 
desenvolvido para combater um tipo especifico de dano. Neste 
capitulo, examinaremos os tipos de alteragoes ocorridas no DNA, 
os processos de corregao dessas alteragoes e os processos rela- 
cionados de recombinagao entre moleculas de DNA homologas. 



Criangas brincando ao ar livre. O menino de roupa branca que cobre 
todo o corpo tern xeroderma pigmentosum, disturbio autossomico 
recessivo caracterizado por sensibilidade aguda a luz solar. Ele precisa 
se proteger da luz solar para evitar o cancer de pele. 
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Mutagao | Origem da variabilidade genetica 
necessaria para a evolugao _ 


As mutagoes - alteragoes hereditarias do material gene- 
tico - propiciam a nova variagao genetica que permite a 
evolugao dos organism os. 

Aprendemos nos capftulos anteriores que a heranqa de- 
pende de genes transmitidos dos pais para os filhos du¬ 
rante a reprodugao e que os genes armazenam informa- 
goes codificadas nas sequencias de pares de nucleotidios 
do DNA ou nos nucleotidios do RNA. Analisamos como 
essas informagoes geneticas sao duplicadas com precisao 
durante a replicagao semiconservativa do DNA. Mostra- 
mos que a replicagao precisa depende, em parte, das ati- 
vidades de revisao intrfnsecas das DNA polimerases que 
catalisam a sfntese de DNA. Assim sendo, surgiram meca¬ 
nismos facilitadores da transmissao fiel das informagoes 
geneticas de uma celula para outra e, em ultima analise, 
de uma geragao para outra. Todavia, o material genetico 
esta sujeito a erros. Essas modificagoes hereditarias do 
material genetico sao as mutagoes. 

O termo mutagao refere-se tanto (1) a modificagao do 
material genetico quanto (2) ao processo de modificagao. 
Um organismo que apresenta um novo fenotipo resul¬ 
tan te da uma mutagao e um mutante. No sentido historico 
amplo, mutagao e toda modificagao subita e hereditaria 
do genotipo de uma celula ou de um organismo. E pre- 
ciso, porem, distinguir meticulosamente as modificagoes 
do genotipo de um organismo e, portanto, de seu feno¬ 
tipo, ocasionadas por processos de recombinagao que 
criam novas combinagoes da variagao genetica preexis- 
tente e as modificagoes causadas por novas mutagoes. As 
vezes os dois processos dao origem a novos fenotipos com 
frequencia muito baixa. As modificagoes do genotipo de 
um organismo por mutagao incluem variagoes do nume- 


ro e da estrutura dos cromossomos (Capftulo 6), alem 
de modificagoes nas estruturas de genes individuals. As 
mutagoes com modificagao de sftios especfficos de um 
gene sao mutagoes pontuais. Elas incluem a substituigao de 
um par de bases por outro ou a insergao ou delegao de 
um ou mais pares de nucleotidios em um sftio especifico 
de um gene. Na atualidade, o termo mutagao as vezes e 
usado em sentido estrito para se referir apenas as altera¬ 
goes na estrutura de genes. Neste capftulo, exploraremos 
o processo de mutagao segundo essa definigao de sentido 
estrito. 

A mutagao e, em ultima analise, a origem de toda va¬ 
riagao genetica; prove a materia-prima para a evolugao. 
Os mecanismos de recombinagao reorganizam a varia¬ 
bilidade genetica em novas combinagoes, e a selegao 
natural ou artificial preserva as combinagoes mais bem 
adaptadas as condigoes ambientais existentes ou deseja- 
das pelo criador de vegetais ou animais. Se nao houvesse 
mutagao, todos os genes existiriam em apenas uma for¬ 
ma. Os alelos nao existiriam, e a analise genetica classi- 
ca seria impossivel. E o mais importante, populagoes de 
organismos nao seriam capazes de evoluir e se adaptar as 
variagoes ambientais. A mutagao em algum nfvel e essen- 
cial para garantir nova variabilidade genetica e ensejar a 
adaptagao dos organismos a novos ambientes. Ao mesmo 
tempo, se as mutagoes fossem frequentes demais, pertur- 
bariam a fiel transferencia de informagoes geneticas de 
uma geragao para outra. Alem disso, a maioria das muta¬ 
goes com efeitos fenotipicos facilmente detectados e pre¬ 
judicial aos organismos em que ocorrem. Como era de 
se esperar, a taxa de mutagao e influenciada por fatores 
geneticos, e surgiram mecanismos que controlam o nfvel 
de mutagoes em varias condigoes ambientais. 


PONTOS ESSENCIAIS 


As mutagoes sao alteragoes hereditarias do material genetico que proveem a materia-prima para 
evolugao. 


Base molecular da mutagao 

As mutagoes alteram de varias maneiras as sequencias 
nucleotfdicas dos genes; por exemplo, a substituigao de 
um par de bases por outro ou a delegao ou o acrescimo 
de um ou mais pares de bases. 

Quando Watson e Crick descreveram a estrutura da dupla 
helice de DNA e propuseram a replicagao semiconservati¬ 
va de acordo com o pareamento de bases especifico para 
explicar a transmissao precisa das informagoes geneticas 
de uma geragao para outra, propuseram tambem um 
mecanismo para explicar a mutagao espontanea. Watson 


e Crick destacaram que as estruturas das bases no DNA 
nao sao estaticas. Atomos de hidrogenio podem passar 
de uma posigao para outra em uma purina ou pirimidina 
- por exemplo, de um grupo amino para um nitrogenio 
do anel. Essas oscilagoes qufmicas sao as modificagoes tau- 
tomericas. Embora sejam raras, as modificagoes tautome- 
ricas podem ser muito importantes no metabolismo do 
DNA porque algumas delas modificam o potential de pa¬ 
reamento das bases. As estruturas nucleotfdicas comenta- 
das no Capftulo 9 sao as formas comuns e mais estaveis, 
nas quais o par da adenina e sempre a timina e o par da 
guanina e sempre a citosina. Em raras ocasioes, as formas 
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celo de timina e guanina e as formas amino de adenina 
e citosina, mais estaveis, podem sofrer modificagoes tau¬ 
tomericas e se transformar, respectivamente, nas formas 
enol e imino, menos estaveis {Figura 13.1). O esperado se- 
ria que as formas tautomericas menos estaveis das bases 
existissem apenas durante curios periodos. Contudo, se 
a base estivesse na forma rara no momento da replica¬ 
gao ou da incorporagao a uma cadeia nascente de DNA, 
haveria mutagao. Quando estao nos raros estados imino 
ou enol, as bases podem formar pares adenina-citosina e 
guanina-dmina (Figura 13.2A) . O efeilo final desse proces- 
so, e a replicagao subsequente necessaria para separar o 
par de bases errado, e uma substiluigao de A:T por G:C 
ou de G:C por A:T (Figura 13.2B). Leia Resolva! Substitui¬ 
goes de pares de nucleotidios no gene HBB humano e 
analise os efeitos dessas modificacoes na sequencia nucle- 
otfdica de um gene importante. 

As mutagoes resultantes de modificagoes tautomericas 
nas bases do DNA implicam a substiluigao de uma purina 
em um filamento de DNA por outra purina e a substitui- 
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■ figura 13 l Formas tautomericas das quatro bases comuns no 
DNA. As transferences de atomos de hidrogenio entre a 3 3 e a 4 a 
posigoes das pirimidinas e entre a Tea 6 a posigoes das purinas mo- 
dificam o potencial de pareamento de bases. 


Resolva! 


Substitutes de pares de nucleotfdios no 
gene HBB humano 

O segundo aminoacido na p-globina humana madura e a histidi- 
na, especificada pelo codon CAU no mRNA de HBB. Consideran- 
do apenas substituigoes de um par de nucleotidios na parte do 
gene HBB que especifica a histidina na 2 a posigao, quantas dife- 
rentes substituigoes de aminoacidos sao possiveis? Que substi¬ 
tuigoes de par de nucleotidios darao origem a cada substituigao 
de aminoacido? Alguma dessas substituigoes de aminoacidos foi 
detectada em p-globinas hum anas? Alguma dessas variantes 
tem nome? Em caso afirmativo, quais sao seus nomes? 

> Leia a resposta do probtema no site 
http ://gen-io.grupogen. com. br. 

gao de uma pirimidina no filamento complementar por 
outra pirimidina. Essas substituigoes de pares de bases sao 
as transigoes. As substituigoes de pares de bases de bases em 
que ha troca de uma purina por uma pirimidina e vice-ver¬ 
sa sao as transversoes. Cada par de bases pode sofrer ties 
substituigoes - uma transigao e duas transversoes. Ao todo, 
pode haver quatro transigoes diferenles e oilo transversoes 
diferentes (Figura 13.3A). Outro tipo de mutagao pontual 
ocorre por acrescimo ou delegao de um ou mais pares de 
bases. Os acrescimos e as delegoes de pares de bases nas re- 
gioes codificadoras dos genes sao design ados mutagoes por 
mudanga de matrizde leitura porque alteram a matriz de leitu- 
ra de todas as trincas de pares de bases (trinucleotfdios no 
DNA que especificam codons no mRNA e aminoacidos no 
produto genico polipeptidico) no gene distal ao sftio em 
que ocorre a mutagao (Figura 13.3B). 

Os ti es tipos de mutagoes pontuais - transigoes, trans- 
versoes e mutagoes por mudanga de matriz de leitura 
- estao presentes entre as mutagoes espontaneas. Uma 
proporgao surpreendentemente grande das mutagoes 
espontaneas estudadas em procariotos sao acrescimos ou 
delegoes de um par de bases em vez de substituigoes de 
par de bases. Essas mutagoes por mudanga de matriz de 
leitura quase sempre acarretam a sfnte.se de produtos ge- 
nicos proteicos inativos. 

Em bora ainda liaja muito a aprender sobre as causas, 
os mecanismos moleculares e a frequencia das mutagoes 
espontaneas, os tres principais fatores sao (1) a precisao 
do mecanismo de replicagao do DNA, (2) a eficiencia dos 
mecanismos que se desenvolveram para reparo do DNA 
danificado e (3) o gran de exposigao a agentes mutage- 
nicos no ambiente. Demonstrou-se que as perturbagoes 
do aparelho de replicagao do DNA ou dos sistemas de 
reparo do DNA, ambos mantidos sob controle genetico, 
causam grandes aumentos das taxas de mutagao. 


MUTAGOES INDUZIDAS 

Os primeiros geneticistas identificaram e estudaram muitas 
mutagoes naturais. No entanto, a ciencia da genetica modi- 
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Pares de bases A:C e G:T unidos por ligacoes de hidrogenio formados quando a 
citosina e a guanina estao em suas formas tautomericas raras imino e enoi. 
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Mecanismo pelo qual modificacoes tautomericas nas bases do DNA causam mutacoes. 



DNA parental 




Replicacao 
do DNA 5 ' 


Forma tautomerica enoi 
rara de guanina (G*) 





a c g t c 
T 'g t’ A G 




Replicacao 
do DNA 



Prole da primeira 
geracao 







R 1 ■ '1 

G: T C 


5^3' 





Tipo selvagem 


A C A_ T C 

T G 7 A G' 

3 , M -'WMU- g. 


Mutante 


b'jm 




k.3 



Tipo selvagem 




5' 


Tipo selvagem 


Prole da segunda (4) 
geracao 


■ FICURA 13.2 Os efeitos das modificagdes tautomericas dos nudeotfdios do DNA sobre o (A) pareamento de bases e (B) a mutagao. Panes de 
bases A:C e G:T raros, como os mostrados em (A), tambem se formam quando a timina e a adenina estao em suas formas raras enoi e imino, 
respectivamente. B. Lima guanina (1) sofre uma modificagao tautomerica para sua forma enoi rara (G*) no momento da replicagao (2). Na for¬ 
ma enoi, a guanina emparelha-se com a timina (2). Durante a replicagao subsequente (3 a 4), a guanina retorna a sua forma ceto mais estavel. 
A timina incorporada diante da forma enoi da guanina (2) guta a incorporagao da adenina durante a prdxima replicagao (3 a 4). O resultado 
final e uma substituigao do par de bases G:C por A:T. 


ficou-se radicalmente em 1927, quando Hermann J. Muller 
descobriu que os raios X induziam mutagoes em Drosophi¬ 
la. A capacidade de induzir mutagoes abriu as portas para 
uma tecnica totalmente nova de analise genetica. Entao, 
tornou-se possivel induzir mutagoes em genes de interesse 
e estudar os efeitos dos produtos genicos faltantes. 

Muller mostrou que o tratamento de espermatozoides 
de Drosophila com raios X aumentou a frequencia de mu¬ 
tagoes letais recessivas ligadas ao X. (Os raios X sao uma 
forma de radiagao eletromagnetica com comprimentos 
de onda mais curtos e maior energia que a luz visfvel; ver 
Figura 13.10.) O estudo de Muller foi a primeira demons- 
tragao de que a mutagao poderia ser induzida por um 
fator externo. Em 1946, ele recebeu o Premio Nobel de 
Fisiologia ou Medicina por essa importante descoberta. 

A demonstragao inequrvoca da mutagenicidade dos 
raios X por Muller foi possivel porque ele desenvolveu 
uma tecnica simples e precisa que poderia ser usada para 
identificar mutagoes letais no cromossomo X de Droso¬ 
phila. Essa tecnica, chamada metodo ClB, e realizada com 


femeas heterozigotas para um cromossomo X normal e 
um cromossomo X alterado — o cromossomo ClB - que Mul¬ 
ler criou especificamente para uso em seu experimento. 

O cromossomo ClB tern tres componentes essenciais. 
(1) A letra C, de supressor do crossing over, refere-se a uma 
longa inversao que inibe a recombinagao entre o cromos¬ 
somo ClB e o cromossomo X de estrutura normal em fe¬ 
meas heterozigotas. A inversao nao impede o crossing over 
entre os dois cromossomos, mas causa o aborto da pro¬ 
le com dois cromossomos X recombinantes produzidos 
por crossing over entre os dois cromossomos em razao das 
duplicagoes e deficiencias (ver Capftulo 7). (2) A letra l 
refere-se a uma mutagao fetal recessiva no cromossomo 
ClB. As femeas homozigotas e os machos hemizigotos 
que tem essa mutagao letal ligada ao X sao inviaveis. (3) 
A letra B refere-se a uma mutagao causadora do fenotipo 
olhos em fiarra, disturbio em que os grandes olhos com- 
postos das moscas de tipo selvagem sao reduzidos a olhos 
estreitos em formato de barra. Como B e parcialmente 
dominante, as femeas heterozigotas para o cromossomo 
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Doze substitutes de base diferentes podem ocorrer no DNA. 


Legenda: 

□ 
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o 
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- 

- Transicao 

X 

- 
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Insercoes ou deiecoes de um ou dois pares de bases alteram a matriz 
de leitura do gene' distal ao sitio da mutacao. 
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■ FIGURA 13.3 Tipos de mutagoes pontuais que ocorrem no DNA: (A) substitutes de bases e (B) mutagoes por mudanga de matriz de leitura. 
A. As substitutes de bases incluem quatro transigoes (purina por purina e pirimidina por pirimidina; setas verdes) e oito transversoes (purina 
por pirimidina e pirimidina for purina; setas azuis). B. A insergao de um par de bases C:G entre o sexto e o setimo pares de bases do gene de 
tipo selvagem (em cima a esquerda) produziu um gene mutante (em dma a direita). Essa insergao altera a matriz de leitura da parte do gene 
distal a mutagao, em relagao a diregao de transcrigao e tradugao (da esquerda para a direita, como mostra o diagrama). A mudanga na matriz 
de leitura, por sua vez, modifica todos os codons do mRNA e todos os aminoacidos no polipeptfdio especificado por trincas de pares de bases 
distais a mutagao. 


CIB podem ser prontamente identificadas. Tanto a muta¬ 
gao letal recessiva (t) quanto a mutagao de olhos em bar- 
ra ( B ) estao no segmento invertido do cromossomo CIB. 

Muller irradiou moscas do sexo masculino e cruzou-as 
com femeas CIB/+ (Figura 13.4). Todas as filhas desse 
cruzamento com olhos em barra tinham o cromossomo 
CIB da mae e o cromossomo X irradiado do pai. Como 
toda a populagao de celulas reprodutivas dos machos foi 
irradiada, cada filha com olhos em barra tinha um cro¬ 
mossomo X com possrvel mutagao. Essas filhas com olhos 
em barra foram cruzadas individualmente (em culturas 
separadas) com machos de tipo selvagem. Se o cromosso¬ 
mo X irradiado de uma filha com olhos em barra tivesse 
adquirido uma mutagao letal ligada ao X, toda a prole 
do cruzamento seria f'emea. Machos hemizigotos para o 
cromossomo CIB morreriam por causa da mutagao letal 
(i) recessiva desse cromossomo; alem disso, machos he¬ 
mizigotos para o cromossomo X irradiado morreriam 
se tivesse sido induzida uma mutagao letal recessiva. Os 
cruzamentos de filhas com olhos em barra que tern um 
cromossomo X irradiado sem mutagao letal produziriam 


prole feminina e masculina na proporgao de 2:1 (apenas 
os machos com o cromossomo CIB morreriam). Com a 
tecnica CIB, a detecgao de mutagoes letais recessivas li- 
gadas ao X recem-induzidas e clara e sem err os; e ne- 
cessario apenas verificar a presenga ou ausencia de prole 
masculina. Com o auxflio desse procedimento, Muller 
demonstrou um aumento de 150 vezes na frequencia 
de mutagoes letais ligadas ao X depois do tratamento de 
moscas do sexo masculino com raios X. 

Outros pesquisadores prontamente demonstraram 
que os raios X sao mutagenicos em outros organismos, 
entre eles vegetais, outros animais e microbios. Alem 
disso, logo se demonstrou que outros tipos de radiagao 
eletromagnetica de alta energia e muitas substancias 
qufmicas sao potentes mutagenos. A capacidade de in- 
duzir mutagoes genicas contribuiu muito para o avango 
da genetica; possibilitou que pesquisadores induzissem 
mutagoes em genes de interesse e desativassem suas 
fungoes. Assim, seria possfvel estudar os organismos mu- 
tantes para obter informagoes sobre a fungao do pro 
duto genico de tipo selvagem. Essa tecnica — dissecgao 
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Cruzamento I: femeas heterozigotas para o cromossomo ClB 
sao cruzadas com machos irradiados. 

C bQ X Irradiados 



v — Morre 


Cruzamento II: a prole feminina ClB do cruzamento I e 
cruzada com machos de tipo selvagem. 

Filha C® x Tipo selvagem (f 



Morre Morre se foi induzida 

mutacao letal. 


■ RCURA 13.4 Atecnica ClB usada por Muller para detectar mutagoes 
letais recessivas ligadas ao X (m) em Drosophila. O cruzamento II pro- 
duzira apenas femeas se houver uma mutagao letal recessiva ligada 
ao X no cromossomo X irradiado. Um tergo da prole do cruzamento 
II sera de machos se nao houver mutagao letal recessiva no cromos¬ 
somo X irradiado. Portanto, a classificagao das mutagoes letais requer 
apenas que se verifique a presenga ou ausencia de machos na prole 
do cruzamento II. 


mutacional - de processos biologicos mostrou ser um 
poderoso instrumento na analise de muitos processos 
biologicos. 

Os raios X tem muitos efeitos em tecidos vivos. Portan¬ 
to, as mutagoes induzidas por raios X oferecem poucas 
informagoes sob re os mecanismos molecular es de produ- 
gao das mutagoes. A descoberta de mutagenos quimicos 
com efeitos especfficos sobre o DNA levou a melhor com- 
preensao da mutagao em nlvel molecular. 

O gas mostarda (mostarda sulfurica) foi a primeira 
substancia qulmica a ter sua mutagenicidade demons- 
trada. Charlotte Auerbach e colaboradores descobriram 
os efeitos mutagenicos do gas mostarda e de substancias 
relacionadas durante a II Guerra Mundial. No entanto, 
em razao do posslvel uso em guerras quimicas, o go- 
verno britanico classificou seus resultados como confi- 
denciais. Desse modo, Auerbach e colaboradores nao 
tiveram permissao para publicar os resultados nem dis- 
cuti-los com outros geneticistas ate o fim da guerra. As 
substancias que estudaram sao exemplos de uma gran¬ 
de classe de mutagenos quimicos que transferem gru- 
pos alquila (CH 3 -, CH ,CH - e assim por diante) para 
as bases no DNA; portanto, sao denominadas agentes 
alquilantes. Assim como os raios X, o gas mostarda tem 
muitos efeitos sobre o DNA. Mais tarde, descobriram-se 
mutagenos quimicos com efeitos especfficos sobre o 
DNA (Figura 13.5). 

MUTAgOES INDUZIDAS POR 

SUBSTANCIAS quImicas 

Os mutagenos quimicos sao divididos em dois grupos: 
(1) mutagenicos tanto para o DNA em replicagao quanto 
para o DNA que nao esta se replicando, como os agentes 
alquilantes e o acido nitroso; e (2) mutagenicos apenas 
para o DNA em replicagao, como os analogos das bases 
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FfGURA 13. : Alguns potentes mutagenos quimicos. 
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— purinas e pirimidinas com estruturas semelhantes as 
das bases normals no DNA. Para exercer efeitos muta¬ 
genicos, os analogos das bases tem de ser incorporados 
as cadeias de DNA no lugar das bases normals durante a 
replicagao. O segundo grupo de mutagenos inclui ainda 
as acridinas, que se intercalam no DNA e aumentam a 
probabilidade de erros durante a replicagao. 

Os analogos de bases mutagenicos tem estruturas simi- 
lares as das bases normals e sao incorporados ao DNA 
durante a replicagao. No entanto, suas estruturas sao 
suficientemente diferentes das estruturas das bases nor¬ 
mals no DNA para aumentar a frequencia de erros de 
pareamento e, portanto, de mutagao, durante a repli¬ 
cagao. Os dois analogos de bases mais usados sao 5-bro- 
mouracila e 2-aminopurina. A pirimidina 5-bromoura- 
cila e um analogo da timina; o atomo de bromo na 5- 
posigao e semelhante, em varios aspectos, ao grupo me¬ 
dia (-CH ) na 5 a posigao da dmina. Contudo, o bromo 
nessa posigao modifica a distribuigao da carga eletrica 
e aumenta a frequencia de modificagoes tautomericas 
(Figura 13.1). Em sua forma ceto mais estavel, a 5-bro- 
mouracila faz par com a adenina. Apos a modificagao 
tau tom erica para sua forma enol, a 5-bromouracila faz 
par com a guanina (Figura 13.6). O efeito mutagenico da 
5-bromouracila e igual ao previsto para as modificagoes 
tautomericas nas bases normals (Figura 13.2B), ou seja, 
transigoes. 

Se a 5-bromouracila estiver em sua forma enol, menos 
frequente, como trifosfato de nucleosidio no momento 
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de sua incorporagao a urn filamento nascente de DNA, 
sera incorporada diante da guanina no filamento-mol- 
de e causara uma transigao G:C —* A:T (Figura 13.7A). 
Se, porem, a 5-bromouracila for incorporada em sua 
forma ceto mais frequente diante da adenina (no lu¬ 
gar da timina) e sofrer uma modificagao tautomerica 
para a forma enol durante uma replicagao subsequente, 
causara transigao A:T —> G:C (Figura 13.7B). Portanto, a 
5-bromouracila induz transigoes nas duas diregoes, A:T 
<-> G:C. Uma consequencia importante dessa bidirecio- 
nalidade das transigoes induzidas por 5-bromouracila e 
que mutagoes originalmente induzidas por esse analogo 
da timina tambem podem ser induzidas a voltar ao tipo 


Efeito da forma enol da 5-bromouracila durante: 
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■ FIGURA 13.6 Pareamento de bases entre 5-bromouracila e (A) ade¬ 
nina ou (B) guanina. 
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■ FIGURA 13.7 Efeitos mutagenicos da 5-bromouracila. A. Quando a 
5-bromouracila esta presente em sua forma enol menos frequente 
(laranja) no momento da incorporagao ao DNA, induz transigao G:C 
—» A:T. B. Quando a 5-bromouracila e incorporada ao DNA em sua 
forma ceto mais comum (azul) e passa a forma enol durante uma 
replicagao subsequente, induz transigao A:T —» G:C. Portanto, a 5-bro- 
mouracila induz transigoes nas duas diregoes, A:T <*-> G:C. 
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selvagem pela 5-bromouracila. A 2-aminopurina tem 
agao semelhante, mas e incorporada no lugar da adeni- 
na ou guanina. 

O acido nitroso (HNO.J e um potente mutageno com agao 
no DNA que esta ou nao em replicagao. O acido nitro¬ 
so provoca desaminagao oxidativa dos grupos amino na 
adenina, guanina e citosina. Essa reagao converte os gru¬ 
pos amino em grupos ceto e modifica o potencial de liga- 
gao ao hidrogenio das bases modificadas (Figura 13.8). A 
adenina e desaminada em hipoxantina, que faz par com 
a citosina em vez da timina. A citosina e convertida em 
uracila, que faz par com a adenina em vez da guanina. A 
desaminagao da guanina produz xantina, mas a xantina 
- assim como a guanina - faz par com a citosina. Portan- 
to, a desaminagao da guanina nao e mutagenica. Como 
a desaminagao da adenina resulta em transigoes AT —* 
G:C, e a desaminagao da citosina produz transigoes G:C 
—AT, o acido nitroso induz transigoes nas duas diregoes, 
AT <-> G:C. Logo, as mutagoes induzidas por acido nitro¬ 
so tambem sao induzidas a voltar ao tipo selvagem pelo 
acido nitroso. Teste seu conhecimento sob re a mutagao 
induzida por acido nitroso acompanhando o Problema 
resolvido: Previsao das substituigoes de aminoacidos in¬ 
duzidas por mutagenos qufmicos. 


As acridinas, como a proflavina (Figura 13.5C), laranja 
de acridina e toda uma sene de substancias relacionadas, 
sao mutagenos potentes que induzem mutagoes por mu- 
dan g a de matriz de leitura (Figura 13.3B). As acridinas 
com carga eletrica positiva interpoem-se entre os pares 
de bases empilhados no DNA (Figura 13.9). Assim, aumen- 
tam a rigidez e alteram a conformagao da dupla helice, 



■ FIGURA 13.9 Intercalagao de proflavina na dupla helice de DNA. 
Estudos por difragao de raios X mostraram que essas acridinas com 
carga eletrica positiva sao interpostas entre os pares de bases empi¬ 
lhados. 
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■ FIGURA 13.8 O acido nitroso induz mutagoes por desaminagao oxidativa das bases no DNA. O acido nitroso converte (A) adenina em hipo¬ 
xantina, causando transigao A:T —» G:C; (B) citosina em uracila, causando transigao G:C —>A:T;e (C) guanina em xantina, que nao e mutagenica. 
Juntos, os efeitos do acido nitroso sobre a adenina e a citosina explicam a capacidade de induzir transigao nas duas diregoes, A:T «-* G:C. 
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PROBLEMA RESOLVIDO 




Previsao das substitutes de aminoacidos induzidas por mutagenos qufmicos 



PROBLEMA 


3. 


A natureza do codigo genetico foi apresentada na Tabela 12.1. 
Como ilustra a Figura 13.8, o acido nitroso desamina a adenina, a 
citosina e a guanina (adenina —* hipoxantina, que faz par com a 
citosina; citosina —* uracila, que faz par com a adenina; guanina —> 
xantina, que faz par com a citosina). Ao tratar com acido nitroso 
uma populagao de virus do mosaico do tabaco (TMV) que nao es- 
tivessem se replicando, voce esperaria que o acido nitroso induzisse 
alguma mutagao tendo como consequencia a substituigao de um 
resfduo de histidina (His) por outro aminoacido em um polipeptidio 
de tipo selvagem? 

Isto e, polipeptidio: aa,.histidina. aa n 

? I Acido nitroso 

aa ,. aa x (nao histidina). aa, ; ? 

Em caso afirmativo, que aminoacido(s) e por que mecanismo(s)? 
Em caso negativo, por que nao? 

FATOS E CONCE1TOS 

1. O TMV armazena suas informagoes geneticas em RNA unifila- 
mentar equivalente ao mRNA. 

2. O RNA genomico do TMV replica-se como o DNA por meio de 
um intermediario bifilamentar complementar (com pareamento 
das bases). 


Embora os virus do mosaico do tabaco nao estejam se replican¬ 
do no momento do tratamento com acido nitroso, em seguida 
serao replicados por infecgao das folhas de tabaco para identifi- 
car se alguma mutagao do tipo indicado foi ou nao induzida por 
tratamento com acido nitroso. 

4. Os codons de histidina sao CAU e CAC. Portanto, o genoma do 
TMV (RNA) contem uma dessas sequendas em todos os sitios 
especificadores da histidina nos polipeptfdios codificados por 

TMV. 

5. As adeninas e citosinas no genoma do TMV sao possiveis alvos 
de mutagao induzida por acido nitroso. 

ANAUSE E SOLUgAO 

Quando o acido nitroso desamina a adenina e a citosina, produz 
hipoxantina e uracila, respectivamente. Durante a replicagao subse- 
quente dos RNA deTMV modificados, a hipoxantina faz par com a 
citosina e a uracila faz par com a adenina. Consequentemente, al- 
gumas das A e C no RNA do TMV sao convertidas em G e U. A desa- 
minagao dessas bases produz codons de tirosina, arginina e cisteina 
nos genomas do TMV produzidos pela replicagao semiconservativa 
do RNA viral cuja mutagao foi induzida. Portanto, a mutagenese por 
acido nitroso leva a substituigao de algumas histidinas nas protei- 
nas do TMV de tipo selvagem por tirosinas, argininas e cistefnas em 
protelnas mutantes, como mostra o diagrama a seguir. 


Mecanismo (Nota: codon de His = —CA^ 1 —M 

RNA do TMV 



Replicacao 




Filamento 

empacotado 







Traducao 

J 

durante 

infeccao 

J 

subsequente 


Tirosina 


Arginina 


Cisteina 


criando leves curvaturas on acotovelamentos na molecu- 
la. Na replicagao das moleculas de DNA que contem acri- 
dinas intercaladas, ha acrescimo e delegao de um ou mais 
pares de bases. Como seria de se esperar, esses pequenos 
acrescimos e delegoes, geralmente de um so par de bases, 
alteram a matriz de leitura para a parte do gene distal a 
mutagao (Figura 13.3B). Desse modo, as mutagoes indu¬ 
zidas por acridina nos exons dos genes geralmente resul¬ 
tant em produtos genicos inativos, 


Os agentesalquilantessao substancias quimicas que doam 
grupos alquila para outras moleculas. Incluem a mostar- 
da nitrogenada, o sulfonato de media e o sulfonato de 
etil metano (MMS e EMS) (Figura 13.5A) - substancias 
quimicas com multiplos efeitos no DNA. Os agentes al- 
quilantes induzem todos os Lipos de mutagoes, inclusive 
transigoes, transversoes, mudanga de matriz de leitura e 
ate mesmo aberragoes cromossomicas, com frequencias 
relativas que dependent da reatividade do agente. Um 
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mecanismo de mutagenese por agentes alquilantes e a 
transferencia de grupos media on etila para as bases, que 
altera os potenciais de pareamento de bases. Por exem- 
plo, o EMS causa etilagao das bases do DNA nas posigoes 
7 -N e 6-0. A 7-etilguanina, quando produzida, faz par 
com a timina e causa transigoes G:C —> A:T. Outros pro- 
dutos da alquilagao de bases ativam processos de reparo 
do DNA propensos a erro que introduzem mutagoes por 
transigao, transversao e mudanga de matriz de leitura 
durante o p roc ess o de reparo. Alguns agentes alquilan¬ 
tes, sobretudo agentes alquilantes disfuncionais (aqueles 
que tern dois grupos alquila readvos), fazem a ligagao 
cruzada de filamentos ou moleculas de DNA e induzem 
quebras cromossomicas, que resultam em varios dpos de 
aberragoes cromossomicas (Capitulo 6). Portanto, como 
classe, os agentes alquilantes apresentam efeitos mutage- 
nicos menos especificos que os analogos de bases, o aci- 
do nitroso ou as acridinas. 

Em contraste com a maioria dos agentes alquilantes, 
o agente hidroxitante hidroxilamina (NH OH) tern um efei- 
to mutagenico especifico. Induz apenas transigoes G:C 
—> A:T. Quando o DNA e tratado com hidroxilamina, o 
grupo amino da citosina e hidroxilado. A hidroxilamino- 
citosina resultante faz par com a adenina, causando tran¬ 
sigoes G:C —* A:T. Tendo em vista sua especificidade, a 
hidroxilamina foi muito util na classificagao de mutagoes 
por transigao. As mutagoes induzidas a reverter ao dpo 
selvagem pelo acido nitroso ou pelos analogos de bases 
e, portanto, originalmente causadas por transigoes, sao 
divididas em duas classes segundo a reversibilidade com 
hidroxilamina. (1) A hidroxilamina nao induz a reversao 
de mutagoes com um par de bases A:T no sitio mutante. 
(2) A hidroxilamina induz a reversao de mutagoes com 
um par de bases G:C no sitio mutante. Portanto, pode-se 
usar a hidroxilamina para verificar se determinada muta- 
gao foi uma transigao A:T —> G:C ou G:C —> AT. 

MUTACOES INDUZIDAS POR RADIACAO 

Aporgao do espectro eletromagnetico (Figura 13.10) com 
menor comprimento de onda e maior energia que a luz 
visivel e subdividida em radiagao ionizante (raios X, raios 
gama e raios cosmicos) e radiagao nao ionizante (luz ultra- 


violeta). As radiagoes ionizantes tern alta energia e sao 
uteis no diagnostic o medico porque penetram nos teci- 
dos vivos em profundidades significativas. No processo, 
esses raios de alta energia colid em com atomos e causam 
liberagao de eletrons, criando radicals livres ou ions de 
carga eletrica positiva. Os ions, por sua vez, colidem com 
outras moleculas e causam a liberagao de outros eletrons. 
A consequencia e a formagao de um cone de ions ao lon- 
go do trajeto de cada raio de alta energia ao atravessar 
tecidos vivos. Esse processo de ionizagao e induzido por 
raios X, protons e neutrons produzidos por um aparelho, 
bem como pelos raios alfa, beta e gama por isotopos ra- 
dioativos como 32 P, 35 S, e o uranio-238 usado em reatores 
nucleares. 

A radiagao ultravioleta, por ter menos energia que a 
radiagao ionizante, penetra apenas nas camadas super- 
ficiais das celulas em vegetais e animais superiores e nao 
causa ionizagao. Os raios ultravioleta dissipam a energia 
dos atomos que encontram, levando os eletrons nos or- 
bitais externos para maiores niveis de energia, um estado 
conhecido como excitagao. As moleculas que contem ato¬ 
mos em formas ionicas ou estados excitados sao quimica- 
mente mais reativas que aquelas que contem atomos em 
seus estados normais estaveis. A reatividade aumentada 
dos atomos nas moleculas de DNA e responsavel pela 
maior parte da mutagenicidade da radiagao ionizante e 
luz ultravioleta. 

Os raios X e outras formas de radiagao ionizante sao 
mensurados em unidades roentgen (r), que sao medidas do 
numero de ionizagao por unidade de volume em condi- 
goes padronizadas. Especificamente, uma unidade roent¬ 
gen e uma quantidade de radiagao ionizante que produz 
2,083 x 10 9 pares de ions em um centimetro cubico de 
ar a 0 D C e uma pressao de 760 mm de mercurio. Obser¬ 
ve que a dose de radiagao em unidades roentgen nao 
inclui uma escala de tempo. E possivel obter a mesma 
dose com baixa intensidade de irradiagao durante um 
longo periodo ou com alta intensidade de irradiagao por 
um curto periodo. Esse ponto e importante porque, na 
maioria dos estudos, a frequencia de mutagoes pontuais 
induzidas e diretamente proporcional a dose de radiagao 
(Figura 13.11). Por exemplo, a irradiagao X de espermato- 
zoides de Drosophila aumenta em aproximadamente 3% 
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■ FIGURA 13,11 Relagao entre dose de radiagao e frequencia de mu- 
tagao em Drosophila. 


a taxa de mutagao para cada aumento de 1.000 r na dose 
de radiagao. Essa relagao linear mostra que a indugao 
de mutagoes por raios X tem cinetica de evento unico 
( single-hit) , o que significa que cada mutagao e causada 
por um unico evento de ionizagao. Ou seja, toda ioniza¬ 
gao tem uma probabilidade fixa de induzir uma mutagao 
em condigoes padronizadas. 

Qual e o nivel seguro de irradiagao? O desenvolvimen- 
to e o uso da bomba atomica e os acidentes em usinas 
nucleares despertaram preocupagao com a exposigao as 
radiagoes ionizantes. A relagao linear entre taxa de muta¬ 
gao e dose de radiagao indica que nao ha nivel seguro de 
irradiagao. Na verdade, os resultados indicam que quanto 
maior e a dose de radiagao, maior e a taxa de mutagao, e 
quanto menor e a dose, menor e a taxa de mutagao. Mes- 
mo niveis muito baixos de radiagao estao associados a cer- 
ta probabilidade baixa, mas real, de induzir mutagoes. 

Em espermatozoides de Drosophila, a irradiagao croni- 
ca (baixos niveis de irradiagao durante longos periodos) 
e tao eficaz na indugao de mutagoes quanto a irradiagao 
aguda (a mesma dose total de irradiagao administrada 
em alta intensidade por curtos periodos). Em camundon- 
gos, porem, a irradiagao cronica causa menos mutagoes 
que a mesma dose de irradiagao aguda. Ademais, quando 
camundongos sao tratados com doses intermitentes de 
radiagao, a frequencia de mutagao e um pouco menor 
do que quando sao tratados com a mesma quantidade 
total de radiagao em dose continua. Acredita-se que as 
diferentes respostas das moscas-das-frutas e dos mamife- 
ros a irradiagao cronica seja consequencia de diferengas 
na eficiencia de reparo da lesao do DNA induzida por 
radiagao. Talvez haja nas espermatogonias e nos oocitos 
de mamiferos mecanismos de reparo inexistentes em es¬ 
permatozoides de Drosophila. Todavia, e preciso enfatizar 
que todos esses tratamentos de irradiagao sao mutage- 
nicos, embora em diferentes graus, tan to em Drosophila 
quanto em mamiferos. 

A radiagao ionizante tambem induz alteragoes cro- 
mossomicas, entre elas delegoes, duplicagoes, inversoes 


e translocagoes (Capitulo 6). Essas aberragoes cromosso- 
micas sao consequencia de quebras dos cromossomos in- 
duzidas por radiagao. Como esses processos exigem duas 
quebras cromossomicas, ha cinetica de dois eventos em 
vez da cinetica de evento unico observada nas mutagoes 
pontuais. 

A radiagao ultravioleta (UV) nao tem energia suficiente para 
induzir ionizagoes. Mas e facilmente absorvida por muitas 
moleculas organicas como as purinas e as pirimidinas no 
DNA, que entao se tornam mais reativas ou excitadas. Os 
raios UV penetram pouco no tecido. Portanto, em organis- 
mos multicelulares, apenas a camada celular epidermica 
esta exposta aos efeitos do UV. A luz ultravioleta, porem, e 
um potente mutageno para organismos unicelulares. A ab- 
sorgao maxima de UV pelo DNA ocorre no comprimento 
de onda de 254 nm. A mutagenicidade maxima tambem 
ocorre com 254 nm, sugerindo que o processo de muta¬ 
gao por UV e mediado diretamente pela absorgao de UV 
por purinas e pirimidinas. Estudos in vitro mostram que 
ha intensa absorgao pelas pirimidinas a 254 nm, que, por¬ 
tanto, tornam-se muito reativas. Dois produtos importan- 
tes da absorgao de UV por pirimidinas (timina e citosina) 
sao os hidratos de pirimidina e os dimeros de pirimidina 
(Figure 13.12). Os dimeros de timina causam mutagoes por 
dois mecanismos. (1) Os dimeros perturbam a estrutura 
das duplas helices de DNA e interferem na replicagao pre- 
cisa do DNA. (2) Durante os processos celulares ha erros 
que reparam defeitos no DNA, como dimeros de timina 
induzidos por UV (ver a segao Mecanismos de reparo do 
DNA, adiante neste capitulo). 

MUTACOES INDUZIDAS POR ELEMENTOS 
GENETICOS TRANSPONIVEIS 

Os seres vivos tem elementos de DNA extraordinarios 
capazes de passar de um local para outro no genoma. 
Esses transposons, ou elementos genetic os transpomveis, 
sao tema do Capitulo 17. A insergao de um transposon 
geralmente inativa o gene (Figure 13.13). Se o gene codi- 
ficar um produto importante, e provavel que o fenotipo 
seja mutante. Agora os geneticistas sabem que muitos dos 
mutantes classicos do milho, de Drosophila, de E. coli e 
de outros organismos foram criados pela insergao de ele¬ 
mentos geneticos transponiveis em genes importantes. 
Na verdade, tanto o alelo para sementes rugosas de ervi- 
lha de Mendel (Capitulo 3) quanto a primeira mutagao 
(w 1 ) causadora de olhos brancos em Drosophila (Capitu¬ 
lo 5) resultaram da insergao de elementos transponiveis. 
Veja no Capitulo 17 outros detalhes sobre o mecanismo 
pelo qual os transposons se deslocam e, no processo, cau¬ 
sam mutagoes. 

EXPANSAO DE REPETigdES DE 
TRINUCLEOTIDIOS E DOENCAS 
HUMANAS HEREDITARIAS 

Todos os tipos de mutagoes apresentados nas segoes an- 
teriores deste capitulo ocorrem em seres humanos. Alem 
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■ FIGURA 13.12 Fotoprodutos de pirimidina por irradiagao UV. A. Hidrolise de citosina em uma forma hidrato que pode causar erro de parea- 
mento das bases durante a replicagao. B. Ligagao cruzada de moleculas de timina adjacentes para formar dfmeros de timina, que bloqueiam a 
replicagao do DNA. 
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■ FIGURA 13.13 Mecanismo de mutagao induzida por transposon. A 
insergao de um elemento genetico transponivei (vermelho) em um 
gene de tipo selvagem (esquerda) geralmente inativa o gene (direi- 
ta). Um produto genico truncado geralmente e resultado de sinais 
de termino da transcrigao ou da tradugao, ou ambos, localizados no 
transposon. 


desses, ha outro tipo de mutagao associado a doengas 
humanas. Sequencias repetidas de um a seis pares de 
nucleotidios sao conhecidas como repetigoes em serie sim¬ 
ples. Essas repetigoes estao dispersas em todo o genoma 
humano. A quantidade de copias das repetigoes de tres 


pares de nucleotidios, repetigoes de trlnucleotidios, pode 
aumentar e causar doengas hereditarias em seres huma- 
nos. Varios trinucleotidios estao sujeitos a esses aumen- 
tos da quantidade de copias. Repetigoes expandidas de 
trinucleotidios CGG no sftio FRAXA no cromossomo X 
sao responsaveis pela sindrome do X fragil, a segunda 
forma mais comum de retardo mental hereditario em se¬ 
res humanos (Capftulo 16}. Os cromossomos X normais 
tern de 6 a 50 copias da repetigao CGG no sftio FRAXA. 
Os cromossomos X mutantes contem ate 1.000 copias da 
repetigao CGG em serie nesse sftio (ver Em foco: Sfndro- 
me do X fragil e repetigoes expandidas de trinucleotidios 
no Capftulo 16). 

As repetigoes de trinucleotidios CAG e CTG estao 
implicadas em varias doengas neurologicas hereditarias, 
entre elas doenga de Huntington, distrofia miotonica, 
doenga de Kennedy, atrofia dentatorrubral-palidoluisia- 
na, doenga de Machado-Joseph e ataxia espinocerebe- 
lar. Em todos esses disturbios neurologicos, a intensi- 
dade da doenga esta relacionada com a quantidade de 
copias de trinucleotidios — quanto maior a quantidade 
de copias, mais graves sao os sintomas. Alem disso, os 
trinucleotidios expandidos associados a essas doengas 
sao instaveis em celulas somaticas e entre geragoes. Essa 
instabilidade da origem ao fenomeno de antecipagdo, 
que e a maior gravidade da doenga ou o infcio mais 
cedo em geragoes sucessivas a medida que aumenta a 
quantidade de copias de trinucleotidios. No Capftu¬ 
lo 16 e apresentado um possfvel mecanismo de expan- 
sao de trinucleotidios. 
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PONTOS ESSENCIAIS • As mutagoes sdo induzidas por substantial quimicas, radiagdo ionizante, luz ultravioleta e 

elementos geneticos transpomveis endogenos 

* As mutagues pontuais sdo de ires tipos: (1) transigoes - substituigoes de purina por purina 
e depirimidina por pirimidina; (2) transversoes — substituigoes de pirimidina por purina e 
de purina por pirimidina; e (3) mutagoes por mudanga de matriz de leitura — acrescimos ou 
delegdes de um ou dois pares de nucleotidios, que alteram a matriz de leitura do gene distal ao 
sitio da mutagao 

• Van as doengas humanas hereditdrias sdo causadas por repetigdes expandidas de trinucleoti- 
dios. 


Mutagao | Caracteristicas basicas do processo 


As mutagoes ocorrem em todos os organismos, dos virus 
aos seres humanos. Podem ser espontaneas ou induzidas 
por agentes mutagenicos. A mutagao geralmente e um 
processo aleatorio, nao adaptativo. 

As mutagoes ocorrem em todos os genes de todos os seres 
vivos. Essas mutagoes garantem a variabilidade genetica 
que possibilita a adaptagao dos organismos a mudangas 
ambientais. Assim, as mutagoes foram, e continuam sen- 
do, essenciais para o processo evolutivo. Antes de discor- 
rermos sobre seus efeitos fenotlpicos, vamos analisar al- 
guns aspectos basic os desse importante processo. 

MUTACAO I SOMATICA OU 
CERMINATIVA 

A mutagao pode ocorrer em qualquer celula e em qual- 
quer estagio do desenvolvimento de um organismo multi- 
celular. Os efeitos imediatos da mutagao e sua capacidade 
de produzir uma alteragao fenotipica sao determinados 
pela dominancia, pelo tipo de celula e pelo momento em 
que ocorre durante o ciclo de vida do organismo. Em ani- 
mais superiores, as celulas da linhagem germinativa que 
dao origem aos gam etas separam-se de outras linhagens 
celulares no imcio do desenvolvimento (Capftulo 2). To- 
das as celulas nao pertencentes a linhagem germinativa 
sao somaticas. As mutagoes germinativas ocorrem nas celulas 
da linhagem germinativa e as mutagoes somaticas, nas celu¬ 
las somaticas. 

Quando uma mutagao ocorre em uma celula somati- 
ca, somente as celulas dela descendentes apresentam o 
fenotipo mutante. A mutagao nao e transmitida por ga- 
metas para a prole. A maga Delicious (Figura 13.14) e a 
laranja-de-umbigo sao exemplos de fenotipos mutantes 
resultantes de mutagoes ocorridas nas celulas somaticas. 
A maga Delicious foi descoberta em 1881 porjessie Hiatt, 
fazendeiro de Iowa. Depois, foi modificada pela selegao 
de outras mutagoes somaticas. As arvores em que ocorre- 
ram as mutagoes originais cram mosaicos somaticos. Fe- 
lizmente, a propagagao vegetativa da maga Delicious e da 
laranja-de-umbigo era viavel e hoje a numerosa prole de 
enxertos e brotos perpetuou as mutagoes originais. 


Os efeitos de eventuais mutagoes dominantes nas ce¬ 
lulas da linhagem germinativa podem ser expressos ime- 
diatamente na prole. Se as mutagoes forem recessivas, os 
efeitos geralmente sao encobertos em diploides. As mu¬ 
tagoes germinativas podem ocorrer em qualquer estagio 
no ciclo reprodutivo do organismo. Se a mutagao surgir 
em um gameta, provavelmente apenas um membro da 
prole tera o gene mutante. Se houver uma mutagao em 
uma celula primordial da linhagem germinativa do tes- 
ticulo ou ovario, varios gametas poderao receber o gene 
mutante, aumentando seu potencial de perpetuagao. As¬ 
sim, a dominancia de um alelo mutante e o estagio no ci¬ 
clo reprodutivo em que ocorre uma mutagao sao fatores 
importantes na determinagao da probabilidade de mani- 
festagao do alelo mutante em um organismo. 

A primeira mutagao germinativa dominante registrada 
em animais domesticos foi observada em 1791, por Seth 
Wright, em sua fazenda as margens do rio Charles, em 
Dover, Massachusetts. Wright notou em seu rebanlio um 
carneiro diferente, com pernas muito curtas, e ponder ou 
que seria vantajoso ter um rebanho inteiro de animais de 
pernas curtas, que nao poderiam saltar os muros baixos 



■ FIGURA 13.14 A maga Delicious original foi resultado de uma muta¬ 
gao somatica. Depois, foi modificada pela selegao de outras mutagoes 
somaticas. 
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de pedra da vizinhanga na Nova Inglaterra. Na tempora- 
da seguinte, Wright cruzou as ovelhas com o novo carnei- 
ro de pemas curtas. Dois filhotes nasceram com pernas 
curtas. Os animals de pernas curtas foram intercruzados 
e desenvolveu-se uma linhagem na qual todos os indivf- 
duos apresentavam a nova caracteristica. 

MUTACAO | ESPONTANEA OU INDUZIDA 

Quando uma nova mutagao - como a responsavel pelos 
carneiros de pernas curtas de Wright — ocorre, e causada 
por algum agente no ambiente ou e consequencia de um 
processo inerente aos seres vivos? As mutagoes espontaneas 
sao aquelas que ocorre m sem causa conhecida. Podem 
ser verdadeiramente espontaneas, resultantes de um bai- 
xo nivel de erros metabolicos inerentes, ou causadas por 
agentes desconhecidos presentes no ambiente. As muta- 
goes induzidas, ja comentadas, resultam da exposigao de or- 
ganismos a agentes iTsicos e quhnicos que alteram o DNA 
(ou RNA em alguns virus). Esses agentes sao conhecidos 
como mutagenos; incluem radiagao ionizante, luz ultra- 
violeta e uma grande variedade de substancias quimicas, 
conforme apresentado na segao anterior. 

Do ponto de vista operacional, e impossfvel comprovar 
que determinada mutagao foi espontanea ou induzida por 
um agente mutagenico. Os geneticistas tem de restringir 
essas distingoes ao nivel populacional. Se a taxa de muta¬ 
gao for aumentada em cem vezes pelo tratamento de uma 
populagao com um mutageno, uma media de 99 a cada 
100 mutagoes na populagao tera sido induzida pelo mutage¬ 
no. Assim, os pesquisadores podem fazer comparagoes esta- 
tisticas validas entre mutagoes espontaneas e induzidas pela 
comparagao de populagoes expostas a um agente mutage¬ 
nico a populagoes de controle nao expostas ao mutageno. 

As mutagoes espontaneas sao raras, embora as fre- 
quencias observadas variem de um gene para outro e de 
um organismo para outro. As medidas da frequencia de 
mutagao espontanea para varios genes de fagos e bacte- 
rias variam de aproximadamente 10" 8 a 10 -10 mutagoes 
detectaveis por par de nucleotidios por geragao. Nos eu- 
cariotos, as taxas de mutagao estimadas variam de apro¬ 
ximadamente 10" 7 a 10 -9 mutagoes detectaveis por par de 
nucleotidios por geragao (considerando apenas os genes 
sobre os quais se dispoe de amplos dados). Ao compa- 
rar as taxas de mutagao por nucleotidio com as taxas de 
mutagao por gene, geralmente se considera que a regiao 
codificadora do gene medio tem 1.000 pares de nucleoti¬ 
dios de comprimento. Assim, a taxa de mutagao por gene 
varia de cerca de 10 -4 a Kb 7 por geragao. 

O tratamento com agentes mutagenicos aumenta as 
frequencias de mutagao em ordens de magnitude. A fre¬ 
quencia de mutagao por gene em bacterias e virus pode 
aumentar para mais de 1 % por tratamento com potentes 
mutagenos quunicos. Ou seja, mais de 1% dos genes dos 
organismos tratados apresentarao uma mutagao ou, dito 
de outra maneira, mais de 1% dos fagos ou das bacterias 
na populagao apresentarao uma mutagao em um deter- 
minado gene. 


MUTACAO I GERALMENTE UM PROCESSO 
ALEAT6RIO, NAO ADAPTATIVO 

Em muitas cidades, os ratos ja nao sao mais afetados pe¬ 
los anticoagulantes tradicionalmente usados como ve- 
neno. Muitas populagoes de baratas sao insensiveis ao 
clordano, o veneno usado para controla-las na decada 
de 1950. As populagoes de moscas domesticas costumam 
apresentar altos niveis de resistencia a muitos insetici- 
das. Cada vez mais microrganismos patogenicos estao se 
tornando resistentes aos antibioticos desenvolvidos para 
controla-los. A invengao desses pesticidas e antibioticos 
pelo ser humano produziu ambientes novos para esses 
organismos. Ocorreram mutagoes que causam resisten¬ 
cia a esses pesticidas e antibioticos; os organismos sensf- 
veis foram mortos; e os mutantes multiplicaram-se e de¬ 
ram origem a novas populagoes resistentes. Muitos desses 
casos de evolugao por mutagao e selegao natural sao bem 
documentados. 

Esses exemplos suscitam uma duvida basica sobre a 
natureza da mutagao. A mutagao e um evento totalmente 
aleatorio no qual o estresse ambiental apenas preserva 
mutagoes preexistentes? Ou e dirigida pelo estresse am¬ 
biental? Por exemplo, se cortar as caudas dos camundon- 
gos por muitas geragoes, voce acabara produzindo uma 
linhagem de camundongos sem cauda? Apesar da convic- 
gao de Jean Lamarck e Trofim Lysenko, que acreditavam 
na heranga de “caracteristicas adquiridas” - caracteristi- 
cas impostas aos organismos por fatores ambientais — a 
resposta e nao; os camundongos continuarao a nascer 
com caudas. 

Hoje e dificil compreender como Lysenko conseguiu 
convencer do lamarckismo - a heranga de caractensti- 
cas adquiridas — as autoridades da Uniao Sovietica de 
1937-1964. No entanto, refutar o lamarckismo nao era 
uma tarefa facil, principalmente no caso de microrganis¬ 
mos, quando ate mesmo pequenas culturas costumam 
ter bilhoes de organismos. 

A tftulo de exemplo, analisemos uma populagao de 
bacterias como E. colt cultivada em meio sem estreptomi- 
cina. Quando expostas a estreptomicina, a maioria das 
bacterias e destruida pelo antibiotico. Mas se a popula¬ 
gao for suficientemente grande, logo dara origem a uma 
cultura resistente a estreptomicina na qual todas as celu- 
las sao resistentes ao antibiotico. A estreptomicina ape¬ 
nas seleciona mutantes aleatorios raros preexistentes na 
populagao, ou todas as celulas tem alguma probabilida- 
de de desenvolver resistencia em resposta a presenga de 
estreptomicina? Como os geneticistas podem distinguir 
essas duas possibilidades? A resistencia a estreptomicina 
so pode ser detectada por tratamento da cultura com o 
antibiotico. Como, entao, um geneticista consegue saber 
se existem bacterias resistentes antes da exposigao a es¬ 
treptomicina ou se elas sao induzidas pela presenga do 
antibiotico? 

Em 1952, Joshua e Esther Lederberg desenvolveram 
uma tecnica nova e importante chamada plaqueamento em 
replica. Essa tecnica possibilitou demonstrar a presenga de 
mutantes resistentes a antibioticos em culturas bacteria- 
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nas antes da exposigao ao antibiotico (Figura 13.15). Pri- 
meiro, eles dilmram as culturas bacterianas, dispersaram 
as bacterias na superficie de meio agar nutritivo semis- 
solido em placas de Petri e incubaram as placas ate que 
cada bacteria produzisse uma colonia visfvel na superff- 
cie do agar. Em seguida, inverteram cada placa e a pres- 
sionaram sobre veludo esteril apoiado sobre um bloco 
de madeira. Algumas das celulas de cada colonia ficaram 
aderidas ao veludo. Eles, entao, pressionaram delicada- 
mente uma placa esteril de meio agar nutritivo contendo 
estreptomicina sobre o veludo. Repetiram esse procedi- 
mento de replicagao com muitas placas, cada uma delas 
contendo cerca de 200 colonias bacterianas. Depois da 
incubagao das placas seletivas (que continham estrepto¬ 
micina) durante a noite, surgiram raras colonias resisten- 
tes a estreptomicina. 

Em seguida, os Lederbergs testaram as colonias das 
placas nao seletivas {que nao continham estreptomici¬ 
na) para verificar a capacidade de pro life ragao em meio 
contendo estreptomicina. Os resultados obtidos foram 


definitivos. As colonias que proliferaram nas placas de 
replicagao seletivas quase sempre tinham celulas resisten- 
tes a estreptomicina, enquanto as colonias que nao pro¬ 
liferaram no meio seletivo raramente continham celulas 
resistentes (Figura 13.15). 

Se uma mutagao que torna uma bacteria resistente 
a estreptomicina ocorre em um estagio inicial do cres- 
cimento de uma colonia, a celula resistente divide-se 
em duas, depois quatro, oito, ate que haja uma grande 
quantidade de bacterias resistentes. Assim, se uma muta¬ 
gao e um processo nao adaptativo aleatorio, muitas das 
colonias formadas nas placas nao seletivas contem mais 
de uma bacteria resistente ao antibiotico e dao origem 
a culturas resistentes quando se testa o crescimento em 
meios seletivos. No entanto, se a mutagao e adaptativa e 
as mutagoes de resistencia a estreptomicina so ocorrem 
depois da exposigao ao antibiotico, a probabilidade de 
que as colonias nas placas nao seletivas que deram ori¬ 
gem a colonias resistentes nas placas seletivas depois do 
plaqueamento em replica contivessem celulas resistentes 
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■ FIGURA 13.15 Uso de plaqueamento em replica por Joshua e Esther Lederberg para demonstrar a natureza aleatoria ou nao direcionada 
da mutagao. Para simplificar, somente quatro colonias sao mostradas em cada placa, e apenas duas sao submetidas a teste para resistencia 
a estreptomicina na 5 3 etapa. Na verdade, cada placa conteria cerca de 200 colonias, e seriam necessarias muitas placas para encontrar uma 
quantidade adequada de colonias mutantes. 
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a estreptomicina nao seria maior que em outras colonias 
nas placas nao seletivas. 

Portanto, com o auxflio da tecnica de plaqueamen- 
to em replica, os Lederbergs demonstraram a existen- 
cia de mutantes resistentes a estreptomicina em uma 
populagao de bacterias antes da exposigao a antibio- 
ticos. Os resultados, como os de muitos outros experi- 
mentos, mostraram que o estresse ambiental nao diri- 
ge nem causa as alteragoes geneticas como acreditava 
Lysenko; apenas seleciona mutagoes preexistentes ra- 
ras que produzem fenotipos mais bem adaptados ao 
novo ambiente. 

MUTACAO I UM PROCESSO REVERSIVEL 

Conforme ja foi comentado, a mutagao de um gene de 
tipo selvagem pode produzir um alelo mutante que oca- 
siona um fenotipo anormal. O alelo mutante, porem, 
tambem pode sofrer mutagao de volta a uma forma que 
restaura o fenotipo selvagem. Ou seja, a mutagao e um 
processo reversivel. 

A mutagao de um gene de tipo selvagem em uma 
forma que produz um fenotipo mutante e denominada 
mutagao direta. No entanto, as vezes a designagao dos fe¬ 
notipos selvagem e mutante e bastante arbitraria. Eles 
podem apenas representar dois fenotipos diferentes, mas 
normals. Por exemplo, os geneticistas consideram que os 
alelos para olhos castanhos e azuis em seres humanos 
sao de tipo selvagem. Mas em uma populagao constitm- 


da quase totalmente de individuos de olhos castanhos, o 
alelo para olhos azuis poderia ser considerado mutante. 

Quando uma segunda mutagao restaura o fenotipo 
original perdido em razao de uma mutagao anterior, o 
processo e denominado reversao ou mutagao reversa. A re¬ 
versao pode ocorrer de duas maneiras diferentes: (1) por 
retromutagao, uma segunda mutagao, ocorrida no mesmo si- 
tio genic o que a primeira, restaura a sequencia de nucleo- 
tidios do tipo selvagem, ou (2) por mutagao supressora, uma 
segunda mutagao em local dife rente do genoma, que 
anula os efeitos da primeira mutagao (Figura 13.16). A re¬ 
tromutagao restaura a sequencia nucleotfdica de tipo sel¬ 
vagem original do gene, mas a mutagao supressora nao. 
As mutagoes supressoras podem ocorrer em sitios dife¬ 
rentes no mesmo gene da mutagao original ou em genes 
diferentes e ate mesmo em cromossomos diferentes. 

Algumas mutagoes sao revertidas principalmente por 
retro mutagao, ao passo que outras sao revertidas quase 
exclusivamente por mutagoes supressoras. Portanto, em 
estudos geneticos, muitas vezes os pesquisadores preci- 
sam distinguir essas duas possibilidades por retrocruza- 
mento do revertente fenotfpico com o organismo de tipo 
selvagem original. Se o fenotipo selvagem for restaurado 
por uma mutagao supressora, a mutagao original estara 
presente e podera ser separada da mutagao supressora 
por recombinagao (Figura 13.16). Se o fenotipo selva¬ 
gem for restaurado por retromutagao, toda a prole do 
retrocruzamento sera do tipo selvagem. 
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■ FIGURA 13.1t A restauragao do fenotipo selvagem original de um organismo pode ocorrer por (1) retromutagao ou (2) mutagao supressora 
(mostradas no mesmo cromossomo para simplificar). Alguns mutantes podem reverter o fenotipo selvagem por ambos os mecanismos. Os 
revertentes dos dois tipos podem ser distinguidos por retrocruzamentos com o tipo selvagem original. Se tiver ocorrido retromutagao, toda 
a prole do retrocruzamento sera de tipo selvagem. Se o responsavel for uma mutagao supressora, parte da prole do retrocruzamento tera o 
fenotipo mutante (2c). 
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PONTOS ESSENCIAIS • As mutagoes ocorrem tanto nas celulas germinativas quanto nas celulas somdticas, mas 

apenas as mutagoes da linhagem germinativa sdo transmitidas d prole 

* As mutagoes podem ser espontdneas ou induzidas por agentes mutagenicos existentes no 
ambiente 


• A mutagdo geralmente e processo ndo adaptativo no qual um estresse ambiental apenas 
seleciona organismos com mutagoes aleatorias preexistentes 

• A restauragao do fenotipo selvagem em um organismo mutante pode ser consequencia de uma 
retromutagao ou de uma mutagdo supressora. 


Mutagao | Efeitos fenotfpicos 

Os efeitos das mutagoes no fenotipo variarrt da inexis- 
tencia de alteragoes observaveis a letalidade. 

Os efeitos das mutagoes no fenotipo variam de altera- 
goes tao leves que so sao detectaveis por tecnicas gene- 
ticas ou bioqufmicas especiais, passando por alteragoes 
morfologicas grosseiras, ate a letalidade. Um gene e uma 
sequencia de pares de nucleotfdios que geralmente codi- 
fica um polipeptfdio especffico. Portanto, toda mutagao 
que ocorre em determinado gene produz um novo alelo 
daquele gene. Os genes que apresentam mutagoes que 
nao afetam o fenotipo ou que causam efeitos pequenos 
reconheciveis apenas por tecnicas especiais sao chamados 
isoatelos. Outras mutagoes produzem alelos nulos que deter- 
minam a ausencia do produto genico ou um produto ge¬ 
nic o totalmente inativo. Se houver mutagoes desse ultimo 
tipo em genes necessarios para o crescimento do organis¬ 
mo, os individuos homozigotos para a mutagao nao sobre- 
viverao. Essas mutagoes sao denominadas letais recess ivas. 

As mutagoes podem ser recessivas ou dominantes. Em 
organismos monoploides como virus e bacterias, as mu¬ 
tagoes recessivas e dominantes podem ser reconhecidas 
pelo efeito sobre o fenotipo do organismo em que ocor¬ 
rem. Em organismos diploides como a mosca-das-frutas 
e os seres humanos, mutagoes recessivas so modificam 
o fenotipo quando presentes na condigao homozigota. 
Assim, em diploides, a maioria das mutagoes recessivas 
nao e reconhecida por ocasiao da sua ocorrencia porque 
estao presentes no estado heterozigoto. As mutagoes re¬ 
cessivas ligadas ao X sao uma excegao; elas sao expressas 
no estado hemizigoto no sexo heterogametico (p. ex., o 
sexo masculino no ser humano e na mosca-das-frutas; o 
sexo feminino em aves). As mutagoes letais recessivas li¬ 
gadas ao X alteram a proporgao sexual da prole porque 
os individuos hemizigotos que tem a mutagao letal nao 
sobrevivem (Figura 13.17). 

MUTACOES COM EFEITOS FENOTIPICOS | 
GERALMENTE PREJUDICIAL E 
RECESSIVAS 

A maioria das mutagoes identificadas e estudadas por 
geneticistas e prejudicial e recessiva. Esse resultado e 
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■ FICl RA 13.17 Aiteragao da proporgao sexual por uma mutagao le¬ 
tal recessiva ligada ao X. A proporgao de femeas e machos na prole 
de femeas heterozigotas para uma mutagao letal recessiva ligada ao 
X e de 2:1. 


esperado se considerarmos o que se sabe sobre o con- 
trole gene tico do metabolismo e as tecnicas dispomveis 
para identificagao de mutagoes. Conforme comentamos 
no Capitulo 4, o metabolismo ocorre por sequencias de 
reagoes quimicas, e cada etapa e catalisada por uma en- 
zima especifica codificada por um ou mais genes. Com 
frequencia, as mutagoes nesses genes causam bloqueios 
das vias metabolicas (Figura 13.18). Esses bloqueios ocor¬ 
rem porque muitas vezes as alteragoes nas sequencias 
de pares de bases dos genes modificam as sequencias de 
aminoacidos dos polipeptidios (Figura 13.19), o que pode 
acarretar a sintese de produtos inativos (Figura 13.18), 
Na verdade, esse e o efeito mais comum de mutagoes fa- 
cilmente detectadas. Considerando-se um alelo selvagem 
codificador de uma enzima ativa e alelos mutantes codifi- 
cadores de enzimas menos ativas ou totalmente inativas, 
e evidente por que a maioria das mutagoes observadas 
seria recessiva. Se uma celula contem formas ativas e ina¬ 
tivas de determinada enzima, a forma ativa geralmente 
catalisa a reagao em questao. Portanto, o alelo especifica- 
dor do produto ativo geralmente e dominante, e o alelo 
codificador do produto inativo e recessivo (Capitulo 4). 

Em razao da degeneragao e da ordem existente no 
codigo genetico (Capitulo 12), muitas mutagoes nao 
afetam o fenotipo do organismo; sao conhecidas como 
mutagoes neutras. Mas por que a maioria das mutagoes 
com efeitos fenotfpicos reconheciveis ocasionaria dimi- 
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vos. E possfvel fazer uma analogia com qualquer ma- 
quina complexa, cuidadosamente projetada, como um 
computador ou um automovel. Ao se modificar aleato- 
riamente um componente essential e improvavel que o 
desempenho da maquina continue tao bom. Essa nogao 
de mutagao e da interagao entre alelos mutantes e sel- 
vagens e compatfvel com a observagao de que a maioria 
das mutagoes com efeitos fenotfpicos reconhecfveis e 
recessiva e prejudicial. 


Enzima a inativa 
em homozigoto 
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■ FICURA 13.18 Aielos mutantes recessivos geralmente causam blo- 
queio das vias rmetabolicas. As vias podem ter apenas algumas etapas, 
como mostra o diagrama, ou muitas etapas. O aielo selvagem de cada 
gene geralmente codifica uma enzima ativa que catalisa a reagao per- 
tinente. A maioria das mutagoes ocorridas em genes de tipo selvagem 
resulta em formas alteradas da enzima com atividade diminufda ou 
ausente. No estado homozigoto, aielos mutantes que determinam 
produtos inativos causam bloqueios metabolicos (-W—») em virtude 
da ausencia da atividade enzimatica necessaria. 


nuigao ou ausencia de atividade do produto genico? Um 
aielo selvagem de um gene codificador de uma enzima 
de tipo selvagem ou protefna estrutural foi selecionado 
pela atividade ideal durante a evolugao. Assim, as mu¬ 
tagoes, que causam alteragoes aleatorias nas sequencias 
de aminoacidos muito bem adaptadas, geralmente de¬ 
terminam produtos menos ativos ou totalmente inati- 


EFEITOS DAS MUTACOES NOS GENES 
DA GLOBINA HUMANA 

As hemoglobinas humanas mutantes ilustram bem os 
efeitos prejudiciais da mutagao. Nos Capftulos 1 e 12, 
examinamos a estrutura da hemoglobina e os efeitos 
traumaticos de uma variante, a hemoglobina falciforme. 
E preciso lembrar que a principal forma de hemoglobi¬ 
na em adultos (hemoglobina A) contem duas cadeias alfa 
(a) identicas e duas cadeias beta (fl) identicas. Cada po- 
lipeptidio a e constituido de uma sequencia especffica 
de 141 aminoacidos, enquanto cada cadeia p tern 146 
aminoacidos. Dadas as semelhangas das sequencias de 
aminoacidos, acredita-se que todas as cadeias globina (e, 
portanto, seus genes estruturais) tenham evolufdo a par- 
tir de um progenitor comum. 

Muitas variantes diferentes de hemoglobina adulta fo- 
ram identificadas em populagoes humanas, e varias de- 
las tern efeitos fenotfpicos graves. Muitas variantes foram 
inicialmente detectadas pela alteragao de seu comporta- 
mento eletroforetico (movimento em campo eletrico por 
diferengas de carga — ver Capftulo 14). As variantes da 
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■ FICURA 13.19 Visao geral do processo de mutagao e a expressao de alelos selvagens e mutantes. As mutagoes alteram as sequencias de pares 
de nucleotfdios em genes, o que, por sua vez, modifica as sequencias de aminoacido dos polipeptidios codificados por esses genes. Um par de 
bases G:C (em dma a esquerda) sofreu mutagao em um par de bases A:T (em cima a direita). Essa mutagao altera um codon de mRNA de GAG 
para AAG; e um aminoacido no produto polipeptidico de acido glutamico (glu) para lisina (Eysj. Em geral, essas alteragoes determinam produtos 
genicos inativos. 
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hemoglobina sao uma excelente ilustragao dos efeitos da 
mutagao nas estruturas e fungoes dos produtos genicos e, 
por fim, no fenotipo das pessoas afetadas. 

Quando as sequencias de aminoacidos das cadeias [3 
de hemoglobina A e a hemoglobina em pacientes com 
doenga falciforme (hemoglobina S) foram determina- 
das e comparadas, constatou-se que a hemoglobina S 
so diferia da hemoglobina A em uma posigao. O sexto 
aminoacido da terminagao amino da cadeia [3 da he¬ 
moglobina A e o acido glutamico (um aminoacido com 
carga negativa). A cadeia fl da hemoglobina S contem 
valina (nao tern carga eletrica em pH neutro) nessa po¬ 
sigao. As cadeias a da hemoglobina A e da hemoglobina 
S sao identicas. Assim, a alteragao de um aminoacido 
em um polipeptidio pode ter efeitos graves sobre o fe¬ 
notipo. 

No caso da hemoglobina S, a substituigao do acido 
glutamico por valina na sexta posigao na cadeia (3 leva 
a formagao de uma nova ligagao, que altera a confor- 
magao da protefna e leva a agregagao de moleculas de 
hemoglobina. Essa alteragao resulta no formato excessi- 
vamente anormal (falciforme) das hemacias. A alteragao 
mutacional no alelo HBB A que deu origem a HBB S foi a 
substituigao de um par de bases A:T por um par de bases 
T:A, com T no filamento transcrito no primeiro caso e A 
no filamento transcrito no segundo caso (verFigura 1.9). 
Essa substituigao de pares de bases A:T —> T:A foi prevista 
a partir de dados da sequencia de protemas e dos codons 
conhecidos e, mais tarde, confirmada por sequenciamen- 
to dos alelos HBB A e HBB S . 

Conhecem-se mais de 100 variantes de hemoglobi¬ 
na com alteragoes de aminoacidos na cadeia (3 (ver as 
questoes em Genomica na Web no fim do capftulo). A 
maioria delas difere da cadeia [3 normal da hemoglobina 
A por substituigao de apenas um aminoacido. Algumas 
diferem em dois aminoacidos. Tambem foram identifica- 
das muitas variantes do polipeptidio a. 

Os exemplos da hemoglobina mostram que a mutagao 
e um processo em que alteragoes na estrutura do gene, 
com frequencia alteragoes em um ou mais pares de ba¬ 
ses, podem modificar as sequencias de aminoacidos dos 
produtos genicos polipeptfdicos. Essas alteragoes da es¬ 
trutura das protemas, por sua vez, causam alteragoes do 
fenotipo que sao reconhecidas como mutantes. 

MUTAgAO EM SERES HUMANOS | 
BLOQUEIOS EM VIAS METABOLICAS 

No Capftulo 4, discorremos sobre o controle genetico 
das vias metabolicas, no qual cada etapa de uma via e 
catalisada por uma enzima codificada por um ou mais 
genes. As mutagoes desses genes costumam causar blo- 
queios metabolicos (Figura 13.18) que acarretam feno- 
tipos anormais. Esse quadro do controle genetico do 
metabolismo e valido para todos os organismos vivos, 
inclusive os seres human os (ver O futuro: Pesquisa de 
mutagoes de Tay-Sachs em pre-embrioes de oito celu- 
las). 


Podemos ilustrar os efeitos das mutagoes no meta¬ 
bolismo humano por meio da analise de praticamente 
qualquer via metabolica. No entanto, o metabolismo 
dos aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina e um 
exemplo excelente porque alguns dos primeiros estudos 
de mutagoes em seres humanos revelaram bloqueios 
nessa via. A fenilalanina e a tirosina sao aminoacidos es- 
senciais necessarios a sfntese proteica; os seres humanos 
nao os sintetizam como fazem os microrganismos. Assim, 
ambos os aminoacidos tern de ser obtidos das protefnas 
da alimentagao. 

O defeito hereditario mais conhecido do metabolis¬ 
mo da fenilalanina-tirosina e a fenilcetonuria, causada 
pela ausencia de fenilanina hidroxilase, a enzima que 
converte a fenilalanina em tirosina. Recem-nascidos 
com fenilcetonuria, uma doenga autossomica recessiva, 
apresentam retardo mental grave quando nao se institui 
dieta com restrigao de fenilalanina. O primeiro distur- 
bio hereditario na via metabolica da fenilalanina-tirosi- 
na estudado em seres humanos foi a alcaptonuria, cau¬ 
sada por mutagoes autossomicas recessivas que inativam 
a enzima acido homogentfsico oxidase. A alcaptonuria 
teve um papel importante na evolugao do conceito do 
gene. 

Dois outros disturbios hereditarios sao causados por 
mutagoes dos genes codificadores das enzimas necessarias 
para o catabolismo da tirosina; a heranga de ambos e au¬ 
tossomica recessiva. A tirosinose e a tirosinemia sao cau- 
sadas pela ausencia das enzimas tirosina transaminase e 
acido /^hidroxifenilpiruvico oxidase, respectivamente. As 
duas enzimas sao necessarias para decompor a tirosina em 

CO„ e H„0. A tirosinose e muito rara; so foram estudados 

2 2 5 

alguns casos. Indivfduos com com tirosinose apresentam 
aumento acentuado dos nfveis sangufneos e urinarios de 
tirosina e tern varias anormalidades congenitas. Indivfduos 
com tirosinemia tern altos nfveis sangufneos e urinarios de 
tirosina e de acido ^hidroxifenilpiruvico. A maioria dos 
recem-nascidos com tirosinemia morre por insuficiencia 
hepatica nos primeiros 6 meses apos o nascimento. 

O albinismo, a ausencia de pigmentagao na pele, nos 
pelos e nos olhos, e causado por um bloqueio mutacional 
na conversao de tirosina no pigmento escuro melanina. 
Um tipo de albinismo e causado pela ausencia de tirosi- 
nase, a enzima que catalisa a primeira etapa na sfntese de 
melanina a partir da tirosina. Outros tipos de albinismo 
sao causados por bloqueios em etapas subsequentes da 
conversao de tirosina em melanina. A heranga do albinis¬ 
mo e um trago autossomico recessivo; os heterozigotos 
geralmente tern nfveis normais de pigmentagao. Portan- 
to, filhos de dois albinos com mutagoes em genes dife- 
rentes tern pigmentagao normal. 

Assim, estudos de uma unica via metabolica, metabo¬ 
lismo da fenilalanina-tirosina, revelaram cinco disturbios 
hereditarios, todos causados por mutagoes em genes que 
controlam etapas dessa via. E possfvel obter exemplos 
semelhantes do controle genetico do metabolismo pelo 
exame de praticamente qualquer outra via metabolica 
em seres humanos. 
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g] FUTURO 

PESQUISA DE MUTAgOES DE TAY-SACHS EM 
PRE-EMBRIOES DE OITO CELULAS 

D e todos os disturbios hereditarios humanos, a doenga de 
Tay-Sachs e um dos mais tragicos. Lactentes homozigotos 
para o gene mutante causador da doenga deTay-Sachs sao 
normais ao nascimento. Em poucos meses, porem, eles se tornam 
hipersensiveis a ruidos altos, e uma mancha vermelho-cereja surge 
na retina. Muitas vezes esses sintomas iniciais da doenga nao sao 
detectados pelos pais nem pelos medicos. Seis meses a 1 ano apos 
o nascimento, as criangas com doenga de Tay-Sachs comegam a 
apresentar degeneragao neurologica progressiva que logo acarreta 
retardo mental, cegueira, surdez e perda geral de controle das fun- 
goes do corpo. Aos 2 anos de idade, geralmente ha paralisia total 
e infecgoes respiratorias cronicas. Essas criangas costumam morrer 
com 3 a 4 anos de idade. 

A doenga de Tay-Sachs e causada por mutagao autossomica 
recessiva no gene HEXA, que codifica a enzima hexosaminidase 
A. Essa mutagao e rara na maioria das populagoes, No entanto, 
cerca de 1 em 30 adultos na populagao de judeus asquenaze da 
Europa Central tern o gene mutante em estado heterozigoto, e a 
doenga acomete aproximadamente 1 em cada 3.600 criangas. No 
casamento de duas pessoas dessa populagao de judeus, a chance 
de que ambas tenham o gene mutante e de aproximadamente 1 
em 1.000 {0,033 X 0,03o). Se os dois pais forem portadores, um 
quarto dos filhos, em media, sera homozigoto para o gene mutante 
e tera doenga de Tay-Sachs. 

A hexosaminidase atua sobre o gangliosfdio G M2 , um lipidio 
complexo, divando-o em um gangliosfdio menor (G m ) e N- ace- 
til-D-galactosamina, como mostra a Figura 1. A fungao do gan¬ 
gliosfdio G m2 e revestir as celulas nervosas, isolando-as dos proces¬ 
ses que ocorrem nas celulas adjacentes e, portanto, acelerando a 
transmissao dos impulsos nervosos. Na ausencia da enzima que o 
decompoe, o gangliosfdio G M . acumuta-se e encobre literalmente 
as celulas nervosas. Esse acumuio de lipfdios complexos sobre os 
neuronios bloqueia sua agao, causando a deterioragao do sistema 
nervoso e, por fim, paralisia. 

Embora a doenga de Tay-Sachs tenha sido descrita por Warren 
Tay em 1881 e sua base bioqufmica seja conhecida ha mais de 
25 anos, ainda nao ha tratamento eficaz para esse disturbio. Em- 


MUTAgOES LETAIS CONDICIONAIS | 
INSTRUMENTOS EFICIENTES PARA 
ESTUDOS GENETICOS 

De todas as mutagoes - de isoalelos a lelais - as mutagoes 
letais condlcionais sao as mais uteis para estudos geneticos. 
Essas mutagoes sao (1) letais em um ambien te, a condk'do 
restriliva, mas (2) viaveis em outro ambien te, a condigdo 
permissiva. As mutagoes letais condicionais possibilitam 
aos geneticistas identificar e estudar mutagoes em genes 
essenciais que provocam a perda total da atividade do 
produto genico, mesmo em organismos haploides. Os 
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■ FiGURA i O defeito metabolico em seres humanos com doenga 
de Tay-Sachs. 

bora alguns disturbios hereditarios possam ser tratados com a ad- 
ministragao da enzima ausente aos pacientes, isso nao acontece na 
doenga de Tay-Sachs, porque a enzima nao atravessa a barreira que 
separa as celulas encefalicas do sistema circulatorio. Alem disso, a 
terapia genica em celulas somaticas - que fornece copias ativas do 
gene defeituoso para as celulas somaticas (Capftulo 16) - ainda 
nao e possfvel, ja que nao existe procedimento consolidado de in- 
trodugao de genes em neuronios. 

A amniocentese (Capftulo 6) foi usada em larga escala para de- 
tectar a mutagao de Tay-Sachs durante o desenvolvimento fetal. 
Mais recentemente, foi desenvolvido um teste de DNA que usa 
o DNA de uma unica celula para detectar o gene mutante. Esse 
teste pode ser usado para triagem da mutagao de Tay-Sachs em 
pre-embrioes de oito celulas produzidos por fertilizagao in vitro. 
Uma celula e usada para o teste de DNA, e as outras sete celu¬ 
las preservam a capacidade de dar origem a um embriao normal 
quando implantadas no utero materno. Apenas os embrioes cujo 
teste e normal - nao homozigotos para o gene Tay-Sachs mortal - 
sao implantados. Esse procedimento torna possivel que pais hete- 
rozigotos tenham filhos sem temer o nascimento de uma crianga 
com doenga de Tay-Sachs. 


mutantes com letais condicionais podem ser propaga- 
dos em condigoes permissivas, e as informagoes sobre as 
fungoes dos produtos genicos podem ser inferidas pelo 
estudo das consequencias de sua ausencia em condigoes 
restritivas. As mutagoes letais condicionais foram usadas 
para invest!gar uma grande variedade de processos biolo- 
fficos desde o desenvolvimento ate a fotossmtese. 

o 

As ti es principals classes de mutantes com fenotipos 
letais condicionais sao (1) mutantes auxotroficos, (2) 
mutantes termossensfveis e (3) mutantes sensiveis ao 
supressor. Os auxotroficos sao mutantes incapazes de sin- 
tetizar um metabolito essencial (aminoacido, purina, pi- 
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rimidina, vitamina, e assim por diante) que e sintetizado 
por organismos de tipo selvagem ou pmtotroficos da mes- 
ma especie. Os auxotroficos crescem e reproduzem-se 
quando o metabolito esta. presente no meio (a condigao 
permissiva); nao crescem quando o metabolito essencial 
esta ausente (a condigao restritiva). Os mutantes termossen¬ 
sfveis crescem em uma tempera tura, mas nao em outra. 
A maioria dos mutantes termossensfveis e sensivel ao ca- 
lor; alguns, porem, sao sensfveis ao frio. A sensibilidade 
termica geralmente e consequencia de aumento da la- 
bilidade em situagao de calor ou de frio do produto do 
gene mutante - por exemplo, uma enzima ativa em baixa 
temperatura, mas partial ou totalmente inadva em tern- 
peraturas mais altas. As vezes, apenas a sfntese do produ¬ 
to genico e sensivel a temperatura e, uma vez sintetizado, 
o produto do gene mutante pode ser tao estavel quanto 
o produto do gene tipo selvagem. Os mutantes sensfveis 
ao supressor sao viaveis na presenga de um segundo fator 
genetico, um supressor, mas inviaveis na ausencia desse 
supressor. O gene supressor pode corrigir ou compensar 
o defeito do fenotipo causado pela mutagao sensivel ao 
supressor, ou pode fazer com que o produto genico alte- 
rado pela mutagao nao seja essencial. Apresentamos no 
Capftulo 12 uma classe de mutagoes sensfveis ao supres¬ 
sor, as mutagoes dmbar. 

Agora, analisemos resumidamente como e possfvel 
usar mutagoes letais condicionais para investigar pro¬ 
cesses biologicos - para dissecar os processos biologicos 
em partes ou etapas. Comecemos por uma via simples de 
biossfntese: 

Gene A Gene B 

I . I 

Enzima A Enzima B 

Precursor X -► Intermediario Y-► Produto Z 

O intermediario Y e produzido a partir do precursor X 
pela agao da enzima A, produto do gene A, mas o inter¬ 
mediario Y pode ser rapidamente convertido em produ¬ 
to Z pela enzima B, o produto do gene B. Nesse caso, o 
intermediario Y pode estar presente em quantidades di- 
minutas e pode ser dificil caracteriza-lo e isola-lo. No en- 


tanto, em um organismo mutante com mutagao no gene 
B, que resulta na smtese de uma forma inativa de enzima 
B ou na ausencia de enzima B, o intermediario Y pode 
acumular-se em concentragoes muitos maiores, facilitan- 
do seu isolamento e caracterizagao. Do mesmo modo, 
uma mutagao no gene A pode auxiliar a identificagao do 
precursor X. Assim, geralmente e possfvel determinar a 
sequencia de etapas era determinada via metabolica. 

A morfogenese em organismos vivos ocorre em par¬ 
te pelo acrescimo sequencial de protefnas a estruturas 
macromoleculares a fim de produzir as conformagoes 
tridimensionais finais, e com frequencia e possfvel deter¬ 
minar a sequencia de acrescimos de protefnas por meio 
do isolamento e do estudo de organismos mutantes com 
defeitos nos genes codificadores das protefnas implica- 
das. Como uma mutagao especffica elimina a atividade 
de determinado polipeptfdio, as mutagoes constituem 
um instrumento util para disseegao de processos biologi¬ 
cos - a divisao dos processos em etapas. 

O poder de resolugao da disseegao das mutagoes em 
processos biologicos foi esplendidamente documentado 
pela pesquisa de Robert Edgar, Jonathan King, William 
Wood e colaboradores, que elucidaram toda a via de mor¬ 
fogenese do bacteriofago T4. Esse processo complexo 
conta com a participagao dos produtos de aproximada- 
mente 50 dos cerca de 200 genes no genoma de T4. Cada 
gene codifica uma protefna estrutural do virus ou uma 
enzima que catalisa uma ou mais etapas na via morfoge- 
netica. Edgar, King, Wood e colaboradores identificaram 
toda a via de morfogenese do fago T4 com o auxflio (1) 
do isolamento de linhagens mutantes do fago T4 com 
mutagoes letais condicionais termossensfveis e sensfveis 
ao supressor em cada um dos aproximadamente 50 ge¬ 
nes e (2) do uso de microscopia eletronica e de tecnicas 
bioqufmicas para analisar as estruturas que se acumulam 
quando essas linhagens mutantes sao cultivadas em con- 
digoes restritivas (Figura 13.20). 

Muitos outros processos biologicos tambem for am 
dissecados com sucesso por estudos de mutagao. Sao 
exemplos as cadeias transportadoras de eletrons na fo- 
tossfntese em vegetais e as vias de fixagao do nitrogenio 
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■ FIGURA 13.20 Via resumida de morfogenese em bacteriofago T4. A cabega, a cauda e as fibras da cauda sao produzidas por ramificagoes 
separadas da via e se reunem nas fases finais da morfogenese. Os numeros identificam os genes deT4 cujos produtos sao necessaries em cada 
etapa da via. As sequences das etapas iniciais na formaqao da cabega e da cauda sao conhecidas, mas foram omitidas aqui para manter o 
diagrama concise. 
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em bacterias. Atualmente a dissecgao mutacional esta 
produzindo novos conhecimentos sobre os processos de 
diferenciagao e desenvolvimento em vegetais superiores 
e animais (Capftulo 20). Os pesquisadores tambem es¬ 
tao usando mutagoes para dissecar o comportamento e 
o aprendizado em Drosophila. Em principio, os cientis- 


tas devem ser capazes de usar mutagoes para dissecar 
qualquer processo biologico. Todo gene pode sofrer 
mutagao para um estado inativo. Assim, a dissecgao mu¬ 
tacional de processos biologicos so e limitada pela in- 
ventividade dos pesquisadores em identificar mutagoes 
dos tipos desejados. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Os efeitos das mutagoes nos fend tipos de organismos vivos variam de pequenas alteragoes d 
letalidade 


4 A maioria das mutagoes influencia ofenotipo pela alteragao das sequencias de aminodcidos 
dos polipeptidios, os produtos genicos primarios 

• Os polipeptidios mutantes, pot sua vez, bloqueiam vias metabolicas 

• As mutagoes letais condicionais sao tecnicas ejicientes de dissecgao dos processos biologicos. 


Localizagao das mutagoes nos genes pelo 
teste de complementagao_ 


O teste de complementagao ou trans pode ser usado 
para verificar se duas mutagoes estao localizadas no 
mesmo gene ou em dois genes diferentes. 

Com o surgimento do conceito um gene—um polipepti- 
dio (Capftulo 12), os cientistas puderam definir o gene 
bioquimicamente, mas nao tinham tecnica genetica para 
determinar se duas mutagoes estavam no mesmo gene 
ou em genes diferentes. Essa deficiencia foi resolvida 
na decada de 1940 quando Edward Lewis desenvolveu o 
teste de complementagao para alelismo funcional. Antes 
de discorrermos sobre o trabalho de Lewis, precisamos 
definir alguns termos novos. Um heterozigoto duplo, 
que tern duas mutagoes e seus alelos selvagens, ou seja, 
m e m + com m e m~, pode existir em dois arranjos (Fi- 
gura 13.21). Quando as duas mutagoes estao no mesmo 
cromossomo, o arranjo e denominado acoplamento ou con- 
figuragao c/s, e um heterozigoto com esse genotipo e de¬ 
nominado heterozigoto cis (Figura 13.21 A). Quando as duas 
mutagoes estao em cromossomos diferentes, o arranjo e 
denominado repulsao ou configuragao trans. Um organismo 
com esse genotipo e um heterozigoto trans (Figura 13,21 B). 

Nas decadas de 1940 e 1950, Lewis observou que as 
moscas-das-frutas com alguns mutantes nas configu- 
ragoes cis e trans tinham fenodpos diferentes. Nos exa- 
minaremos seus resultados com duas mutagoes reces- 
sivas para olhos brancos {w) e laranja-amarelados ( apr). 
As moscas homozigotas para as mutagoes ligadas ao X 
apr e w tern olhos amarelo-alaranjados e olhos brancos, 
respectivamente, ao contrario dos olhos vermelhos da 
Drosophila de tipo selvagem. Quando Lewis produziu he- 
terozigotos cis com o genodpo aprw/apr* w + , eles apresen- 
taram olhos vermelhos como as moscas de tipo selvagem 
(Figura 13.22A). Quando criou heterozigotos trans com 
genotipo apr w + /apr w, eles apresentaram olhos de cor 
laranja-amarelada clara (Figura 13.22B). Os dois genotipos 


continham o mesmo mutante e informagoes geneticas de 
tipo selvagem, mas em arranjos diferentes. Quando or¬ 
ganismos que contem os mesmos marcadores geneticos, 
porem em arranjos diferentes, tem fenotipos diferentes, 
diz-se que os marcadores apresentam efeitos de posigao. O 
tipo de efeito de posigao que Lewis observou e chamado 
de efeito de posigao cis-trans. 

A descoberta dos efeitos de posigao cis-trans por Lewis 
levou ao desenvolvimento do teste de complementagao ou 
teste trans para alelismo funcional. Esse teste possibility 
que os geneticistas determinem se as mutagoes que pro- 
duzem fenotipos iguais ou semelhantes estao no mesmo 
gene ou em genes diferentes. As mutagoes tem de ser 
testadas em pares pela determinagao dos fenotipos de 
heterozigotos trans. Ou seja, e preciso construir heterozi¬ 
gotos trans para cada par de mutagoes e examina-los para 
verificar se o fenotipo e mutante ou selvagem. 

O ideal e que o teste de complementagao ou trans seja 
feito em conjunto com o teste c/s — um controle que e omi- 

Heterozigoto cis. 

m 1 m 2 



A 

Heterozigoto trans. 

m 1 m* 



m 2 


B 

■ FIGURA 13.21 O arranjo dos marcadores geneticos em heterozigo¬ 
tos cis e trans. 
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Heterozigoto cis. 


Cromossomo X 1 


Cromossomo X 2 



Gene white 


apr w 



Produto do gene 
white mutante 



Produto do gene 
white selvagem 



\ 

Portanto, o heterozigoto cis tem 
olhos vermeihos de tipo seivagem. 


Heterozigoto trans. 


Cromossomo X 1 


Gene white 


apr w + 



Cromossomo X 2 



Produtos do gene 
white mutante 



T 

Portanto, o heterozigoto trans tem 
olhos de cor laranja-amarelada clara. 



■ FIGURA 13.22 O efeito de posigao cis-trans observado por Edward Lewis com as mutagoes apr e wde Drosophila. 


tido com frequencia. Os testes cis sao realizados construin- 
do-se heterozigotos cis para cada par de mutagoes estu- 
dadas e determinando se os heterozigotos tem fenotipos 
mutante ou selvagem. Juntos , o teste de compiementagao 
ou trans e o teste cis sao denominados teste ds-trans. Cada 
heterozigoto cis, que contem um cromossomo de tipo sel¬ 
vagem, deve ter o fenotipo selvagem, quer as mutagoes es- 
tejam no mesmo gene, quer em dois genes diferentes. Na 
verdade, e preciso que o heterozigoto cis tenha o fenotipo 
selvagem para que os resultados do teste trans sejam vali- 
dos. Se o heterozigoto cis tiver o fenotipo mutante, nao se 
podera usar o teste trans para determinar se as duas muta¬ 
goes estao no mesmo gene. Assim, nao e possfvel usar o tes¬ 
te trans para identificar mutagoes dominantes dos genes. 

Com organismos diploides, os heterozigotos trans sao 
produzidos pelo simples cruzamento de organismos ho- 
mozigotos para cada uma das mutagoes de interesse. Com 
os virus, os heterozigotos trans sao produzidos pela infec- 
gao simultanea das celulas hospedeiras por dois mutantes 
diferentes. Qualquer que seja o mecanismo de criagao dos 
heterozigotos trans, os resultados dos testes de compie¬ 
mentagao ou trans oferecem as mesmas informagoes. 

1. Se um heterozigoto trans tiver o fenotipo mutante (o 
fenotipo de organismos ou celulas homozigotas para 
uma das duas mutagoes), as duas mutagoes estao na 
mesma unidade de fungao, no mesmo gene. 

2. Se o heterozigoto trans tiver o fenotipo selvagem, as 
duas mutagoes estao em duas unidades de fungao di¬ 
ferentes, dois genes diferentes. 


Quando as duas mutagoes presentes em um hetero¬ 
zigoto trans estao no mesmo gene, os dois cromossomos 
tem copias defeituosas desse gene. Logo, o heterozigoto 
trans contera apenas produtos inativos do gene implica- 
do e tera fenotipo mutante. 

Quando um heterozigoto trans tem fenotipo selvagem, 
diz-se que as duas mutagoes apresentam compiementa¬ 
gao ou se complementam e estao localizadas em genes 
diferentes. Nesse caso, o heterozigoto trans contera pro¬ 
dutos funcionais dos dois genes e, portanto, apresentara 
o fenotipo selvagem. 

Ilustremos esse conceito de compiementagao pelo exa- 
me de testes trans realizados com algumas mutagoes dmbar 
bem caracterizadas do bacteriofago T4. As mutagoes dmbar 
em genes essenciais sao mutagoes letais condicionais (ver 
a segao deste capftulo intitulada Mutagoes letais condi¬ 
cionais: instrumentos ehcientes para estudos geneticos). 
Quando presentes em bacterias hospedeiras restritivas 
como a linhagem B de E. coli, o fenotipo e a letalidade — 
isto e, nao ha prole. No entanto, quando presente em uma 
celula hospedeira permissiva, como a linhagem CRG3 de 
E. coli, o fenotipo e selvagem — isto e, cada celula infectada 
produz cerca de 300 fagos. Nas mutagoes letais condicio¬ 
nais, a distingao entre os fenotipos mutante e selvagem e 
maxima: letalidade e crescimento normal. 

As mutagoes dmbar produzem trinucleotfdios de ter- 
mino da tradugao nas regioes codificadoras dos genes 
(ver Figura 12.24). A consequencia e que os produtos 
dos genes mutantes sao polipeptfdios truncados, quase 
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sempre totalmente inativos. Portanto, os testes de com¬ 
plementagao feitos com mutagoes ambar geralmente sao 
inequivocos. 

Duas das tres mu tag 6 es ambar que abordaremos ( amS> 17 
e am H32) estao localizadas no gene 23, que codifica a 
principal proteina estrutural da cabega do fago; a outra 
mutagao (amE18) e no gene 18, que especifica a principal 
proteina estrutural da cauda do fago (Figura 13.20). 

Em um heterozigoto trans contendo mutagoes amB17 
{gene da cabega) e amEl8 (gene da cauda), ha copias sel- 


vagens dos dois genes, produzindo protemas ativas da ca¬ 
bega e da cauda (Figura 13.23A). Logo, esse heterozigoto 
tram apresenta o fenotipo selvagem (um resultado nor¬ 
mal da prole). As mutagoes amB17 e awiE18 complemen- 
tam-se porque estao localizadas em dois genes diferentes. 

Por outro lado, um heterozigoto tram que contem 
mutagoes am B17 e amHS2 (ambas no gene da cabega 23) 
nao produz proteina da cabega ativa do gene 23 (Figu¬ 
ra 13.23B). Assim, esse heterozigoto tram tem o fenotipo 
mutante (letalidade, ou ausencia de prole). As mutagoes 


Complementacao entre mutacoes amB17 e amE13. 


Celuia de £. coli B: hospedeiro restritivo para mutantes ambar 


Cromossomo de mutante amB17 
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A lise libera fagos infecciosos; 

A portanto, o heterozigoto trans tem o fenotipo selvagem. 

Ausencia de complementacao entre mutacoes amB17 e amH32. 

Celuia de E. co// B: hospedeiro restritivo para mutantes ambar 
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Nao ha cabecas de fago e, portanto, nao ha producao de prole infecciosa na celuia infectada; 

B desse modo, o heterozigoto trans tem o fenotipo mutante. 

■ FIGURA 13.23 Complementagao e nao complementagao em heterozigotos trans. A. CompLementagao entre a mutagao amB17 no gene 23, 
que codifica a principal protefna estrutural da cabega do fago, e mutagao amE18 no gene 78, que especifica a principal protefna estrutural da 
cauda do fago. As cabegas e caudas dos fagos sao sintetizadas na celuia, e o resultado e a produgao de prole infecciosa. B. Quando o heterozigo¬ 
to trans tem duas mutagoes (amB17 e amH32) no gene 23, nao ha produgao de cabegas, e nao e possfvel produzir a prole de fagos infecciosos. 
























































































Capftulo 13 | Mutagao, Reparo do DNA e Recombinagao 347 


am& 17 e «mi l32 nao se complementam porque estao lo 
calizadas no mesmo gene. 

Gragas ao Leste de complementagao, o pesquisador 
consegue determinar se mutagoes independentes que 
produzem o mesmo fenotipo estao no mesmo gene on 
em genes diferentes. Dez mutagoes dmbar, por exemplo, 
podem estar em um gene, ou pode haver uma em um 
gene e nove em um segundo gene, e assim por diante, 
com a possibilidade final de que cada mutagao esteja em 
um gene diferente. Nesse ultimo caso, as dez mutagoes 
identificariam dez genes. Teste seu conhecimento sobre 
esse conceito na segao Resolva!: Como localizar muta¬ 


goes nos genes? 

A complementagao e resultado da funcionalidade dos 
produtos genicos especificados por cromossomos que 
tern duas mutagoes diferentes quando presentes no mes¬ 
mo protoplasma. A complementagao nao depende da re¬ 
combinagao dos dois cromossomos. A complementagao, ou 
sua ausencia, e avaliadapelo fenotipo (selvagem ou mutante) de 
cada heterozigoto trans. Jd a recombinagao requer a quebra dos 
cromossomos e a reunido de partes para produzir cromossomos de 
lipo selvagem e mutantes duplos. 

Observe que o teste de complementagao ou trans de¬ 
fine o ah Us mo funcional , is to e, se duas mutagoes estao 
localizadas no mesmo gene ou em dois genes diferentes. 

o o 


Duas mutagoes que nao se complementam em um he¬ 
terozigoto trans estao na mesma unidade de fungao, o 


mesmo gene. O alelismo estrutural- a ocorrencia de duas 
ou mais mutagoes diferentes no mesmo sftio em um cro- 
mossomo - e determinado pelo teste de recombinagao. 
Duas mutagoes que nao se recombinant sao estrutural- 
mente alelicas; as mutagoes ocorrem no mesmo sftio ou 
superpoem um sftio comum. 

As mutagoes com alelismo estrutural e funcional sao 
denominadas homoalelos; elas nao se complementam 


Resolva! 


Como localizar mutagoes nos genes? 

Quatro mutantes de E. coli isolados de modo independente, 
todos incapazes de crescer na ausencia de triptofano (auxo- 
troficos para o triptofano), foram examinados em todos os 
heterozigotos cis e trans possfveis (diploides parciais). Todos 
os heterozigotos cis cresceram na ausencia de triptofano. Os 
heterozigotos trans tiveram duas respostas diferentes: alguns 
cresceram na ausencia de triptofano; outros, nao. Os resulta- 
dos experimental, usando "+" para indicar crescimento e "0" 
para indicar que nao houve crescimento, sao apresentados no 
quadro adiante. 

Crescimento de heterozigotos trans em meio sem 


triptofano 

Mutante: 

1 

2 

3 4 

4 

+ 

0 

+ 0 

3 

0 

+ 

0 

2 

+ 

0 


1 

0 




Quantos genes sao definidos por essas quatro mutagoes? Que 
linhagens mutantes tern mutagoes no{s) mesmo{s) gene{s)? 


Leia a resposta do probtema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 


liem se recombinant. Os homoalelos mutantes tern de- 
feitos no mesmo sftio, ou defeitos que superpoem um 
sftio comum, no mesmo gene. As mutagoes com alelismo 
funcional, mas nao estrutural, sao denominadas hetero- 
alelos; elas se recombinant, mas nao se complementam. 
Os heteroalelos mutantes ocorrem em sftios diferentes, 
potent no mesmo gene. 


PONTOS ESSENCIAIS • O teste de complementagao e usado para venjicar se duas mutagoes que produzem o mesmo 

fenotipo estao localizadas no mesmo gene ou em dois genes diferentes 

• Homoalelos sao mutagoes no mesmo sitio em um gene ; heteroalelos sao mutagoes em. diferentes 
sitios em um gene. 


Avaliagao da mutagenicidade de substancias 
quimicas | Teste de Ames 


O teste de Ames e um metodo simples e de baixo custo 
para detecgao da mutagenicidade de substancias qui¬ 
micas. 

Os agentes mutagenicos tambem sao carcinogenos; isto e, 
induzem canceres. A unica caracterfstica em comum de 
centenas de tipos de cancer e que as celulas malignas 
continuam a se dividir depois que a divisao celular te- 
ria cessado em celulas normais. Evidentemente, a divisao 
celular, conto todos os outros processos biologicos, esta 


sob controle genetico. Genes especfficos codificam pro¬ 
dutos que regulam a divisao celular em resposta a sinais 

■*fc, 

intracelulares, intercelulares e ambientais. As vezes, a 
mutagao desses genes para estados inativos provoca a di- 
visao celular descontrolada. E claro que desejamos evitar 
a exposigao a agentes mutagenicos e carcinogenicos, mas 
a nossa sociedade tecnologica depende do uso em larga 
escala de substancias quimicas, tan to na industria quanto 
na agricultura. Todos os anos sao produzidas centenas de 
novas substancias quimicas, e e preciso avaliar a mutage- 
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nicidade e a carcinogenicidade dessas subs tancias antes 
que seu uso seja difundido. 

Os testes tradicionais de carcinogenicidade das subs¬ 
tancias qufmicas eram realizados em roedores, geral- 
mente camundongos recem-nascidos. Nesses estudos a 
substancia testada e administrada aos animals pela ali- 
mentagao ou injegao, e depois estes sao examinados a 
procura de tumores. Os testes de mutagenicidade eram 
realizados de maneira semelhante. No entanto, como a 
mutagao e um evento de baixa frequencia e o custo da 
manutengao de grandes populagoes de camundongos e 
alto, os testes eram relativamente insensfveis; isto e, nao 
detectavam baixos nfveis de mutagenicidade. 

Bruce Ames e colaboradores desenvolveram tecnicas 
sensfveis que possibilitam fazer testes rapid os da mutage¬ 
nicidade de grande quantidade de substancias qufmicas 
a um custo relativamente baixo. Ames e colaboradores 
criaram linhagens auxotroficas da bacteria Salmonella 
typhimurium com varios tipos de mutagoes — transigoes, 


transversoes e mudangas de matriz de leitura — em genes 
necessarios para a biossfntese do aminoacido histidina. 
Para monitorar a reversao desses mutantes auxotroficos 
em prototroficos, eles puseram uma quantidade conheci- 
da de bacterias mutantes em meio sem histidina e conta- 
ram as colonias produzidas por revertentes prototroficos. 
Como algumas substancias qufmicas sao mutagenicas 
apenas para o DNA em replicagao, eles acrescentaram ao 
meio uma pequena quantidade de histidina, suficiente 
para algumas divisoes celulares, mas nao para a formagao 
de colonias visfveis. Eles mediram a mutagenicidade de 
uma substancia qufmica por comparagao da frequencia 
de reversao em sua presenga com a frequencia de rever¬ 
sao espontanea (Figura 13.24). Avaliaram sua capacida- 
de de induzir diferentes tipos de mutagoes usando um 
conjunto de linhagens testadoras com diferentes tipos 
de mutagoes - uma linhagem com transigao, outra com 
mutagao por mudanga de matriz de leitura, e assim por 
diante. 



o 


Cultura de auxotroficos 
de Salmonella his com 
mutagao por mudanga 
de matriz de leitura. 







o 

Preparo de solugao 
de possivel mut^geno. 



Revertentes ^ 
his + espontaneos 




Placa de controle 



Incubacao das 
placas a 37°C. 




Placa experimental 

\ \ 


Papel de filtro 
embebido em 
possivel mutageno 


Revertentes his + 
induzidos pelo 
mutageno 


■ FIGURA 13,24 Teste de Ames para mutagenicidade. O meio em cada ptaca de Petri contem tragos de histidina e uma quantidade eonhedda 
de celulas his~ de uma "[inhagem testadora" especffica de Salmonella typhimurium que abriga uma mutagao por mudanga da matriz de leitura. 
A ptaca de controle, a esquerda, mostra uma estimativa da frequencia de reversao espontanea dessa linhagem testadora especffica, A placa 
experimental, a direita, mostra a frequencia de reversao induzida pelo possfvel mutageno, nesse caso, o carcindgeno 2-aminofluoreno. 
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Durante os varios anos em que testaram milhares de 
substancias quimicas diferentes, Ames e colaboradores ob- 
servaram correlagao maior que 90% entre a mutagenicida- 
de e a carcinogenicidade das substancias testadas. A prin- 
cipio, observaram que varios carcinogenos potentes nao 
eram mutagenicos para as linhagens testadoras. Depois, 
descobriram que muitos desses carcinogenos sao metabo- 
lizados em derivados fortemente mutagenicos nas celulas 
eucarioticas. Assim, Ames e colaboradores acrescentaram 
extrato de iigado de rato aos sistemas de ensaio na tenta- 
tiva de detectar a mutagenicidade dos derivados metabo- 
licos das substancias testadas. O acoplamento do sistema 
ativador de figado de rato aos testes de mutagenicidade 
microbiana ampliou bastante a utilidade do sistema. Por 
exemplo, os nitratos propriamente ditos (presentes em 


carnes excessivamente tostadas) nao sao mutagenicos ou 
carcinogenicos. No entanto, nas celulas eucarioticas os ni¬ 
tratos sao convertidos em nitrosaminas, que sao altamente 
mutagenicas e carcinogenicas. Os testes de mutagenici¬ 
dade de Ames mostraram a presenga de mutagenos por 
mudanga da matriz de leitura em varios componentes de 
condensados da fumaga de cigarros quimicamente fracio- 
nada. Em alguns casos, a mutagenicidade exigiu a ativagao 
pelo preparado de extrato de Iigado; em outros casos, a 
ativagao foi dispensavel. O teste de Ames e um metodo 
rapido, de baixo custo e sensivel para avaliagao da muta¬ 
genicidade de substancias quimicas. Como as substancias 
quimicas mutagenicas tambem sao carcinogenos, o teste 
de Ames pode ser usado para identificar substancias qui¬ 
micas com alta probabilidade de serem carcinogenicas. 


PONTOS ESSENCIAIS • Bruce Ames e colaboradores desenvolveram um metodo sensivel e de baixo custo para teste 

da mutagenicidade de substancias quimicas com mutantes auxotrojicos para histidina de 
Salmonella. 


Mecanismos de reparo do DNA 


Os organismos vivos contem muitas enzimas que exami- 
nam o DNA a procura de lesoes e iniciam processos de 
reparo quando detectam algum dano. 

A multiplicidade de mecanismos de reparo surgidos em 
organism os que variam de bacterias a seres humanos e 
uma prova contundente da importancia de se manter 
as mutagoes em nfvel toleravel. Por exemplo, as celulas 
de E. coli tern cinco mecanismos bem caracterizados de 
reparo de defeitos no DNA: (1) reparo dependente de 
luz ou fotorreativagao, (2) reparo por excisao, (3) reparo 
de erros de pareamento, (4) reparo pos-replicagao, e (5) 
sistema de reparo propenso a erro (resposta SOS). Alem 
disso, ha pelo menos dois tipos dif erentes de reparo por 
excisao, e as vias de reparo por excisao podem ser inicia- 
das por varias enzimas diferentes, cada uma delas agindo 
em um tipo especffico de lesao do DNA. Os mamfferos 
parecem ter todos os mecanismos de reparo observados 
em E. coli , exceto a fotorreativagao. Como a maioria das 
celulas de mamfferos nao tern acesso a luz, a fotorreativa¬ 
gao seria pouco util para elas. 

A importancia das vias de reparo do DNA para a saude 
humana e clara. Disturbios hereditarios como o xeroderma 
pigmentosum, apresentado no infcio deste capftulo, sao a 
comprovagao viva das graves consequencias dos defeitos 
no reparo do DNA. Analisaremos alguns desses disturbios 
hereditarios em uma segao subsequente deste capftulo. 

REPARO DEPENDENTE DE LUZ 

O reparo dependente de luz ou fotorreativagao do DNA em 
bacterias e executado pela DNA fotoliase, uma enzima 


ativada pela luz. Quando o DNA e exposto a luz ultra- 
violeta, dfmeros de timina sao produzidos por ligagoes 
cruzadas covalentes entre resfduos de timina adjacentes 
(Figura 13.12B). A DNA fotoliase reconhece os dfmeros 
de timina no DNA, liga-se a eles e usa a energia da luz 
para clivar as ligagoes cruzadas covalentes (Figura 13.25). 
A fotoliase liga-se aos dfmeros de timina no DNA no es- 
curo, mas nao catalisa a clivagem das ligagoes que unem 
as porgoes timina sem a energia obtida da luz visfvel, es- 
pecificamente da luz na faixa azul do espectro. A fotolia¬ 
se tambem faz a clivagem dos dfmeros de citosina e dos 
dfmeros de citosina-timina. Assim, quando se usa luz ul- 
travioleta para induzir mutagoes em bacterias, as celulas 
irradiadas sao cultivadas no escuro por algumas geragoes 
para maximizar a frequencia da mutagao. 

REPARO POR EXCISAO 

O reparo por excisao do DNA lesado ocorre em pelo menos 
tres e tap as. Na l a etapa, uma endonuclease de reparo do 
DNA ou um complexo enzimatico que contem endonu¬ 
clease reconhece a(s) base(s) lesada(s) no DNA, liga-se 
a ela(s) e faz sua excisao. Na 2- etapa, uma DNA polime- 
rase preenche o espago usando como molde o filamento 
complementar de DNA nao lesado. Na 3 a etapa, a enzima 
DNA ligase solda a quebra deixada pela DNA polimera- 
se e completa o processo de reparo. Existem dois tipos 
principais de reparo por excisao: os sistemas de reparo por 
excisao de base removem bases anormais ou quimicamente 
modificadas do DNA, enquanto as vias de reparo por excisao 
de nudeotidios removem defeitos maiores como dfmeros 
de timina. As duas vias de excisao atuam no escuro, e 
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■ FIGURA 13.25 Clivagem de ligagbes cruzadas do dfmero de timina 
por fotoiiase ativada pela luz. As setas indicam a polaridade inversa 
dos filamentos complementares de DNA. 


ambas ocorrem por mecanismos muito semelhantes em 
E. colt e seres humanos. 

O reparo por excisao de bases (Figura 13.26) pode ser 
iniciado por qualquer enzima de urn grupo de DNA gli¬ 
cosilases, que reconhecem bases anormais no DNA. Cada 
glicosilase reconhece um tipo especffico de base altera- 
da, como as bases desaminadas, bases oxidadas, e assim 
por diante (2 a etapa). As glicosilases clivam a ligagao gli- 
cosfdica entre a base anormal e a 2-desoxirribose, crian- 
do sitios apunnicos ou apirimidmicos (sitios AP) com 
bases faltantes (3 y etapa). Os sitios AP sao reconhecidos 
por enzimas chamadas AP endonucleases que, com as 
fosfodiesterases, excisam os grupos de agucar-fosfato nes¬ 
ses sitios (4 a etapa). A DNA polimerase entao substitui o 
nucleotidio faltante de acordo com as especificagoes do 
filamento complementar (5- etapa), e a DNA ligase fecha 
o corte (6 a etapa). 

O reparo por excisao de nucleotidios remove do DNA 
lesoes maiores como dfmeros de timina e bases com gru¬ 
pos laterals volumosos. No reparo por excisao de nucleo- 
tfdio, uma nuclease de excisao especffica faz cortes nos 
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■ FIGURA 13.26 Reparo de DNA pela via de excisao de base. O reparo 
por excisao de base pode ser iniciado por qualquer uma das varias 
DNA glicosilases diferentes. No exempio mostrado, a uracila DNA gli¬ 
cosilase inicia o processo de reparo. 


dois lados do(s) nucleotidio(s) danificado(s) eexcisaum 
oligonucleotidio contendo a(s) base(s) danificada(s). 
Essa nuclease e denominada exci nuclease para distingui-la 
das endonucleases e exonucleases que tern outros papeis 
no metabolismo do DNA. 

A Figura 13.27 mostra a via de reparo por excisao de 
nucleotidios de E. coli. A atividade da excinuclease em E. 
coU requer os produtos de tres genes, uvrA, uvrB e uvrC 
(a designagao wtmsignifica reparo de LT^[do ingles, UV re¬ 
pair) . Uma protema trimerica que contem dois polipep- 
tfdios UvrA e um polipeptfdio UvrB reconhece o defeito 
no DNA, liga-se a ele e usa a energia do ATP para curvar 
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■ FIGURA 13.27 Reparo de DNA pela via de excisao de nucleotidio em E. coli. A atividade de excinuclease (excisao de nuclease) requer os pro- 
dutos de tres genes - uvrA, uvrB e uvrC. A excisao de nucleotidios ocorre por uma via semelhante em seres humanos, exceto pela participagao 
de uma quantidade muito maior de protefnas e pela excisao de um oligomero com 24 a 32 nucleotidios. 


o DNA no sftio danificado. O dimero UvrA e liberado, e a 
proteina UvrC liga-se ao complexo UvrB/DNA. A protei¬ 
na UvrC cliva a quarta ou quinta ligaqao i’osfodiester a 
partir do(s) nucleotidio(s) danificado(s) no lado 3' e a 
oitava ligagao f osfodiester a partir da lesao no lado 5'. O 
produto do gene uvrD, a DNA heiicase II, libera o dode- 


camero excisado. Nas duas ultimas etapas da via, a DNA 
polimerase I preenche o espago, e a DNA ligase fecha o 
corte na molecula de DNA. 

A via do reparo por excisao de nucleotidio em seres 
humanos e semelhante a que ocorre em E. coli, mas a 
quantidade de protemas participantes e aproximada- 








































352 Fundamentos de Genetica 


mente quatro vezes maior. Em seres humanos, a excinu- 
clease tem 15 polipeptfdios. A protema XPA (protefna 
A do xeroderma pigmentosum ) reconhece e se liga ao(s) 
nucleotfdio (s) danificado(s) no DNA. Em seguida, re- 
cruta as outras protefnas necessarias para a atividade da 
excinuclease. Em seres humanos, o oligomero excisado 
tem de 24 a 32 nucleotfdios, em lugar do oligomero de 
12-mer removido em E. coli. A lacuna e preenchida por 
DNA polim erase 5oue em seres humanos, e a DNA liga- 
se completa o trabalho. 

OUTROS MECANISMOS DE 
REPARO DO DNA 

Durante os ultimos anos, pesquisas sobre mecanismos de 
reparo do DNA demonstraram a existencia de um arse¬ 
nal de enzimas de reparo que examinam constantemente 
o DNA a procura de danos, que variam da presenga de df- 
meros de timina induzidos pela luz ultravioleta a modifi- 
cagoes diversas e numerosas demais para serem descritas 
aqui. Os novos resultados desse trabalho mostraram que 
varias DNA polimerases antes desconhecidas tem papeis 
cruciais em varios processos de reparo do DNA. Analises 
detalhadas desses importantes mecanismos de reparo do 
DNA ultrapassam o escopo deste texto; todavia, nunca e 
demais ressaltar sua importancia. O que e mais importan- 
te para a sobrevivencia de uma especie do que manter a 
integridade de seu projeto genetico? 

No Capftulo 10, examinam os o mecanismo usado 
pela exonuclease 3' —> 5' inerente das DNA polimerases 
para revisar filamentos de DNA durante sua sfntese, re- 
movendo nucleotfdios com pareamento errado nas ter- 
minagoes 3' dos filamentos em crescimento. Outra via 
de reparo do DNA apos a replicagao, o reparo de erros de 
pareamento, reforga essa revisao durante a replicagao cor- 
rigindo erros de pareamento de nucleotfdios que persis- 
tem no DNA depois da replicagao. Em geral, os erros de 
pareamento ocorrem com as quatro bases normais do 
DNA. Por exemplo, pode haver pareamento errado de T 
com G. Como T e G sao componentes normais do DNA, 
os sistemas de reparo de erros de pareamento precisam 
de algum mecanismo para verificar se a base correta em 
determinado sftio e T ou G. O sistema de reparo faz essa 
distingao por identificagao do filamento-molde, que 
contem a sequencia nucleotfdica original, e do filamen- 
to recem-sintetizado, que contem a base erroneamente 
incorporada (o erro). Em bacterias e possfvel fazer essa 
distingao pelo padrao de metilagao no DNA recem-re- 
plicado. Em E. coli , a A em sequencias GATC e metilada 
depois de sua sfntese. Portanto, ha um intervalo durante 
o qual o filamento-molde esta metilado, e o filamento 
recem-sintetizado nao esta metilado. O sistema de reparo 
de erros de pareamento usa essa diferenga de metilagao 
para excisar o nucleotfdio errado no filamento nascente 
e substituf-lo pelo nucleotfdio correto; para isso, empre- 
ga como molde o filamento parental metilado de DNA. 

Em E . coli o reparo de erros de pareamento requer os 
produtos de quatro genes, mutH, mutL, mutS e mutU (= 


uvrD) . A protema MutS reconhece erros de pareamento 
e liga-se a eles para iniciar o processo de reparo. Entao, 
as protefnas MutH e MutL unem-se ao complexo. MutH 
tem uma atividade endonuclease GATC-especifica que cliva 
o filamento nao metilado nos sftios hemimetilados (i. e., 
metilados pela metade), na regiao 5' ou 3' em relagao ao 
erro de pareamento. Os locais de incisao podem distar 
1.000 pares de nucleotfdios ou mais do erro de parea¬ 
mento. O processo de excisao subsequente requer MutS, 
MutL, DNA helicase II (MutU) e uma exonuclease apro- 
priada. Se a incisao ocorrer em uma sequencia GATC em 
posigao 5' em relagao ao erro de pareamento, e neces¬ 
saria uma exonuclease 5' —* 3' semelhante a exonucle¬ 
ase VII de E. coli. Se a incisao ocorrer em posigao 3' em 
relagao ao erro de pareamento, e necessaria uma exo¬ 
nuclease 3' —> 5' semelhante a exonuclease I de E. coli. 
Depois do processo de excisao ter retirado o nucleotfdio 
errado do filamento nao metilado, a DNA polimerase III 
preenche a grande lacuna — ate 1.000 pb — e a DNA ligase 
fecha o corte. 

Homologos das protefnas MutS e MutL de E. coli fo- 
ram identificados em fungos, vegetais e mamil’eros - uma 
indicagao da ocorrencia de erros de pareamento seme- 
lhantes em eucariotos. Na verdade, a excisao do erro 
de pareamento foi demonstrada in vitro em extratos nu- 
cleares preparados a partir de celulas humanas. Assim, 
o reparo de erros de pareamento provavelmente e um 
mecanismo universal ou quase universal para preservar 
a integridade das informagoes geneticas armazenadas no 
DNA bifilamentar. 

Em E. coli , o reparo dependente de luz, o reparo por 
excisao e o reparo de erros de pareamento podem ser eli- 
minados por mutagoes nos genes phr (fotorreativagao), 
uvr e mut, respectivamente. Em mutantes com deficien- 
cia de mais de um desses mecanismos de reparo, ha ainda 
outro sistema de reparo do DNA, conhecido como reparo 
pos-repUcagao. Quando a DNA polimerase III encontra um 
dfmero de timina em um filamento-molde, seu avango e 
bloqueado. A DNA polimerase reinicia a sfntese de DNA 
em alguma posigao depois do dfmero, deixando uma 
lacuna no filamento nascente defronte ao dfmero no 
filamento-molde. Nesse ponto, a sequencia nucleotfdica 
original foi perdida nos dois filamentos da dupla helice 
da prole. A molecula de DNA danificada e reparada por 
um processo de reparo dependente de recombinagao 
mediado pelo produto do gene recA de E. coli. A protef- 
na RecA, necessaria para recombinagao homologa, esti- 
mula a troca de filamentos unicos entre duplas helices 
homologas. Durante o reparo pos-replicagao, a protema 
RecA liga-se ao filamento simples de DNA na lacuna e 
medeia o pareamento com o segmento homologo da du¬ 
pla helice irma. A lacuna em frente ao dfmero e preen¬ 
chida com o filamento de DNA homologo da molecula 
de DNA irma. A lacuna resultante na dupla helice irma 
e preenchida pela DNA polimerase, e o corte e fechado 
pela DNA ligase. O dfmero de timina continua no fila¬ 
mento-molde da molecula de DNA original, mas agora 
o filamento complementar esta intacto. Se o dfmero de 
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timina nao for removido pelo sistema de reparo por ex- 
cisao de nucleotidio, esse reparo pos-replicagao devera 
ser repetido depois de cada ciclo de replicagao do DNA 

Os sistemas de reparo do DNA descritos ate agora sao 
muito precisos. No entanto, quando agentes mutagenicos 
como a luz UV causam dan os graves ao DNA das celulas 
de E. coli, as celulas tomam algumas medidas drasticas na 
tentativa de sobreviver. Elas apresentam uma resposta SOS, 
na qual ha sfntese de uma sene completa de protelnas de 
reparo, recombinagao e replicagao do DNA Duas dessas 
protemas, codificadas pelos genes umuC e umuD (do in¬ 
gles, UV mutable, mutavel por UV), sao subunidades da 
DNA polimerase V, enzima que catalisa a replicagao do 
DNA em regioes lesadas do cromossomo — regioes em 
que a replicagao pela DNA polimerase III e bloqueada. A 
DNA polimerase V possibilita o prosseguimento da repli¬ 
cagao atraves dos segmentos lesados dos filamentos-mol- 
de, embora nao seja possivel replicar com precisao as 
sequencias nucleotldicas na regiao lesada. Esse sistema 
de reparo propenso a erro elimina lacunas nas partes dos fila- 
mentos recem-sintetizados correspondentes aos nucleotl- 
dios danificados nos filamentos-molde, mas, ao fazer isso, 
aumenta a frequencia de erros de replicagao. 

O mecanismo de indugao do sistema SOS pela lesao do 
DNA foi elucidado em detalhes. Duas protemas regulado- 
ras — LexA e RecA — controlam a resposta SOS. Ambas sao 


sintetizadas em baixos nlveis na celula na ausencia de DNA 
lesado. Nessa situagao, LexA liga-se as regioes de DNA 
que regulam a transcrigao dos genes induzidos durante a 
resposta SOS e mantem baixos seus nlveis de expressao. 
Quando as celulas sao expostas a luz ultravioleta ou a ou¬ 
tros agentes causadores de lesao do DNA, a protema RecA 
liga-se a regioes unifilamentares de DNA produzidas pela 
incapacidade de replicagao da DNA polimerase III nas re¬ 
gioes lesadas. A interagao de RecA com o DNA ativa RecA, 
que entao estimula LexA a se inativar por autoclivagem. 
Com LexA inativa, o nlvel de expressao dos genes SOS — 
inclusive recA, lexA, umuQ umuD e outros — aumenta e o 
sistema de reparo propenso a erro e ativado. 

A resposta SOS parece ser uma tentativa um tan to de- 
sesperada e arriscada para escapar dos efeitos letais da 
lesao intensa do DNA. Quando o sistema de reparo pro¬ 
penso a erro esta operante, ha um aumento acentuado 
das tax as de mutagao. 

Pesquisas recentes sobre os mecanismos de reparo do 
DNA indicam que ainda e preciso esclarecer muitos no- 
vos processos de reparo. Durante os ultimos anos, foram 
caracterizadas varias novas DNA polimerases com fun- 
goes especlficas no reparo do DNA. Os resultados desses 
estudos sugerem que temos muito a aprender sobre os 
mecanismos que preservam a integridade de nossas in- 
formagoes geneticas. 


PONTOS ESSENCIAIS . 

* 


Multiples sistemas de reparo do DNA desenvolveram-se para preservar a integridade de 
informagoes geneticas nos organismos vivos 

Cada via de reparo corrige um tipo espedfico de lesao no DNA. 


Doengas humanas hereditarias com defeitos 
no reparo do DNA 


Varios disturbios humanos hereditarios sao causados por 
defeitos nas vias de reparo do DNA. 

Como ja comentamos no infeio deste capftulo, indivi- 
duos com xeroderma pigmentosum (XP) sao extremamente 
sensiveis a luz solar, e a exposigao ao sol ocasiona alta 
frequencia de cancer de pele nesses pacientes (Figu- 
ra 13.28). As celulas de indivfduos com XP apresentam 
deficiencia no reparo da lesao do DNA induzida por UV, 
como os dimeros de timina. A smdrome de XP e causada 
pelo defeito de qualquer um de pelo menos oito genes 
diferentes. Os produtos de sete desses genes, XPA, XPB, 
XPQ XPD, XPE, XPFe XPG, sao necessarios ao reparo por 
excisao de nucleotidio (Tabela 13.1). Eles foram purifica- 
dos, e demonstrou-se que sao essenciais para a atividade 
da excinuclease. Como a atividade da excinuclease em 
seres humanos requer 15 polipeptldios, a lista de genes 
XP provavelmente sera ampliada no futuro. Dois outros 
disturbios humanos, slndrome de Cockayne e tricotiodis- 
trofia, tambem sao causados por defeitos no reparo por 



■ FICURA 13.28 Efeitos fenotfpicos da doenga hereditaria xeroderma 
pigmentosum. As pessoas que tern essa doenga matigna apresentam 
extensos tumores cutaneos apos exposigao a luz solar. 
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Tabela 13.1 


Doen^as humanas hereditarias causadas por defeltos no reparo do DNA. 


Disturbio hereditario 

Gene 

Cromossomo 

Fungao do produto 

Principals sintomas 

1. Xeroderma pigmentosum 

XPA 

9 

Protema de reconhecimento de 
lesao no DNA 

Sensibilidade a radiagao 

UV, surgimento precoce de 
cancer de pele, disturbios 
neurologicos 

XPB 

2 

Helicase 3' —» 5' 

XPC 

3 

Protema de reconhecimento de 
lesao no DNA 

XPD 

19 

Helicase 5' 3' 

XPE 

11 

Protema de reconhecimento de 
lesao no DNA 

XPF 

16 

Nuclease, incisao 3' 

XPC 

13 

Nuclease, incisao 5' 

XPV 

6 

DNA potimerase transiesao ti 

2.Tricotiodistrofia 

TTDA 

6 

Fator de transcrigao basal 11H 

Sensibilidade a radiagao 

UV, disturbios neurologicos, 
retardo mental 

XPB 

2 

Helicase 3' 5' 

XPD 

19 

Helicase 5' —> 3' 

3. Smdrome de Cockayne 

CSA 

5 

Protema de reparo do DNA por 
excisao 

Sensibilidade a radiagao 

UV, disturbios neurologicos 
e do desenvolvimento, 
envelhecimento prematuro 

CSB 

10 

Protema de reparo do DNA por 
excisao 

4. Ataxia-telangiectasia 

ATM 

11 

Serina/treonina quinase 

Sensibilidade a radiagao, 
instabilidade cromossomica, 
micio precoce de 
neurodegeneragao 
progressiva, propensao ao 
cancer 

5. Cancer colorretal 
hereditario sem polipose 
(smdrome de Lynch) 

MSH2 

2 

Protema de reconhecimento do 
erro de pareamento do DNA (como 
MutS de E. coli) 

Alto risco de cancer de colon 
familiar 

MLH1 

3 

Homologo da proteina de reparo 
de erros de pareamento MutL de 

E. coli 

MSH6 

2 

Homologo 6 de MutS 

PMS2 

7 

Endonuclease PMS2 

PMS 7 

2 

Homologo da proteina de reparo 
de erros de pareamento de 
levedura 

6. Anemia de Fanconi 

FA (8 genes, 

A-H, em 

5 cromossomos 
diferentes) 



Sensibilidade aos agentes 
de tigagao cruzada do DNA, 
Instabilidade cromossomica, 
propensao ao cancer 

7. Smdrome de Bloom 

BLM 

15 

BLM RecQ helicase 

Instabilidade cromossomica, 
retardo mental, propensao ao 
cancer 

8. Smdrome de Werner 

WRN 

8 

WRN RecQ helicase 

instabilidade cromossomica, 
neurodegeneragao 
progressiva, propensao ao 
cancer 

9. Smdrome de 
Rothmund-Thomson 

RECQL4 

8 

RecQ helicase L4 

Instabilidade cromossomica, 
retardo mental, propensao ao 
cancer 

10. Smdrome de quebra 
Nijmegen 

NBSI 

8 

Protema de reconhecimento de 
quebra bifilamentar do DNA 

Instabilidade cromossomica, 
microcefatia (cranio pequeno), 
propensao ao cancer 
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excisao de nucleotidio. Os individuos com sindrome de 
Cockayne apresentam retardo do crescimento e das habi- 
lidades mentais, mas nao aumento das taxas de cancer de 
pele. Os pacientes com tricotiodistrofia tern baixa estatu- 
ra, pelos frageis e pele descamativa; tambem apresentam 
habilidades mentais subdesenvolvidas. As pessoas com 
sindrome de Cockayne ou tricotiodistrofia tern defeito 
em um tipo de reparo por excisao que e acoplado a trans- 
crigao. No entanto, os detalhes desse processo de reparo 
acoplado a transcrigao ainda estao sendo elucidados. 

Alem da lesao das celulas cutaneas, algumas pessoas 
com XP desenvolvem anormalidades neurologicas, apa- 
rentemente decorrentes da morte prematura de celulas 
nervosas. Esse efeito sobre as celulas nervosas de vida mui- 
to longa pode ter implicagoes interessantes em relagao as 
causas do envelhecimento. Uma teoria e a de que o en- 
velhecimento e consequencia do acumulo de mutagoes 
somaticas. Assim, o esperado seria que um sistema de re¬ 
paro defeituoso acelerasse o processo de envelhecimento, 
e esse parece ser o caso das celulas nervosas de pacientes 
com XP. No momento, porem, ha poucas evidencias que 
associem as mutagoes somaticas a senescencia. 

O cancer colorretal hereditario sem polipose (tam¬ 
bem conhecido como sindrome de Lynch) e causado 
por defeitos hereditarios na via de reparo dos erros de 
pareamento do DNA. Pode ser causado por mutagoes em 
pelo menos sete genes diferentes, cinco deles listados na 
Tabela 13.1. Varios desses genes sao homologos dos ge¬ 
nes de reparo de erros de pareamento em E. coli e S. cere- 
visiae. Assim, a via de reparo de erros de pareamento dos 
seres humanos e semelhante as existentes em bacterias e 
fungos. Esse tipo de cancer de colon ocorre em cerca de 


uma em cada 200 pessoas, portanto e um tipo comum de 
cancer. Quando compreendermos melhor os defeitos he¬ 
reditarios, talvez sejamos capazes de desenvolver outros 
metodos eficazes de tratamento desses canceres alem da 
cirurgia, quimioterapia e radioterapia. 

A ataxia-telangiectasia, anemia de Fanconi, sindro- 
me de Bloom, sindrome de Werner, sindrome de Roth- 
mund-Thomson e sindrome de quebra de Nijmegan sao 
seis outras doengas hereditarias em seres humanos asso- 
ciadas a defeitos conhecidos do metabolismo do DNA. 
Os seis disturbios tern padrao de heranga autossomica 
recessiva e todos resultam em alto risco de doenga malig¬ 
na, sobretudo leucemia no caso da ataxia-telangiectasia 
e anemia de Fanconi. As celulas de pacientes com ata¬ 
xia-telangiectasia tern sensibilidade anormal a radiagao 
ionizante, sugerindo um defeito no reparo da lesao do 
DNA induzida por radiagao. As celulas de individuos 
com anemia de Fanconi apresentam comprometimen- 
to da remogao de ligagoes cruzadas interfilamentares 
do DNA, como as formadas pelo antibio tico mitomicina 
C. As pessoas com sindrome de Bloom e sindrome de 
quebra Nijmegen apresentam alta frequencia de que- 
bras cromossomicas, com consequentes aberragoes cro- 
mossomicas (Capitulo 6) e trocas de cromatides-irmas. 
A ataxia-telangiectasia e causada por defeitos em uma 
quinase implicada no controle do ciclo celular, e a sin¬ 
drome de Bloom, sindrome de Werner e sindrome de 
Rothmund-Thomson sao causadas por alteragoes em 
DNA helicases especificas (membros da familia RecQ de 
helicases). A Tabela 13.1 Lista algumas das doengas hu- 
manas mais conhecidas resultantes de disturbios heredi¬ 
tarios nas vias de reparo do DNA. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Os disturbios humanos hereditarios causados por defeitos no reparo do DNA sao prova 
convincente da importancia das vias de reparo do DNA 


Alguns tipos de cancer tambem estao associados a defeitos nas vias de reparo do DNA. 


Mecanismos de recombinagao do DNA 


A recombinagao entre moleculas de DNA homologas re- 
quer a atividade de varias enzimas que clivam, desenro- 
lam, estimulam irrupgoes unifilamentares de duplas heli¬ 
ces, reparam e unem filamentos de DNA. 

Apresentamos no Capitulo 1 os principals aspectos da re¬ 
combinagao entre cromossomos homologos, mas nao leva- 
mos em conta os detalhes moleculares do processo. Ja que 
muitos produtos genicos participantes do reparo do DNA 
lesado tambem sao necessarios a recombinagao entre cro¬ 
mossomos homologos, ou crossing over> examinaremos ago¬ 
ra alguns aspectos moleculares desse importante processo. 
Alem disso, de modo geral, ou talvez sempre, a recombi¬ 
nagao deman da alguma sintese de reparo do DNA. Assim, 
grande parte das informagoes apresentadas nas segoes an- 
teriores e relevante para o processo de recombinagao. 


RECOMBINACAO | CLIVACEM E 
REUNIAO DAS MOLECULAS DE DNA 

No Capitulo 7, comentamos o experimento de Creighton 
e McClintock que mostrou que o crossing over ocorre por 
quebra dos cromossomos parentais e reuniao das partes 
em novas combinagoes. Evidencias de que a recombina¬ 
gao ocorre por quebra e reuniao foram obtidas tambem 
por autorradiograiia e outras tecnicas. Na verdade, as 
principals caracteristicas do processo de recombinagao 
ja estao bem estabelecidas, embora ainda seja preciso es- 
clarecer detalhes especificos. 

Grande parte do que sabemos sobre os detalhes mole¬ 
culares do crossing ot/tirbaseia-se no estudo de mutantes de 
E. coli e S. cerevisiae com deficiencia de recombinagao. Os estu- 
dos bioquimicos desses mutantes mostraram a deficien¬ 
cia de varias enzimas e outras proteinas necessarias a re- 
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combinagao. Juntos, os resultados dos estudos geneticos 
e bioquimicos criaram um quadro bastante completo da 
re combinagao em nfvel molecular. 

Muitos modelos populares de crossing over foram de- 
rivados de um modelo proposto por Robin Holliday em 
1964. O modelo de Holliday foi um dos primeiros a expli- 
car a maioria dos dados geneticos disponiveis na epoca 
por um mecanismo que inclufa a quebra, a reuniao e o 
reparo de moleculas de DNA. A Figura 13.29 mostra uma 
versao atualizada do modelo de Holliday. Esse mecanis¬ 


mo, como muitos outros invocados, comega quando uma 
endonuclease cliva filamentos unicos de cada uma das 
duas moleculas de DNA parental (quebra). Segmentos 
dos filamentos unicos de um lado de cada corte sao des- 
colados de seus filamentos complementares com a ajuda 
de DNA helicases e de protefnas de ligagao unifilamenta- 
res. As helicases desenrolam os dois filamentos de DNA 
na regiao adjacente as incisoes unifilamentares. Em E. 
coli, o complexo RecBCD contem tan to atividade de endo¬ 
nuclease, que produz quebras unifilamentares no DNA, 
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■ FIGURA 13.29 Mecanismo de recombinagao entre moleculas de DNA homotogas. A via mostrada baseia-se no modelo originalmente propos¬ 
to por Robin Holliday em 1964. 
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quanto atividade de DNA helicase, que desenrola os fila¬ 
mentos complementares de DNA na regiao adjacente a 
cada corte. 

Os filamentos unicos deslocados trocam de par, era- 
parelhando bases com os filamentos complementares 
intactos dos cromossomos homologos. Esse processo 
e estimulado por protefnas como a protefna RecA de 
E. coli. As protefnas tipo RecA foram caracterizadas em 
muitas especies, tanto procarioticas quanto eucario- 
ticas. A protefna RecA e seus homologos estimulam a 
assimilagao unifilamentar, um processo no qual um unico 
filamento de DNA desloca seu homologo em uma dupla 
helice de DNA. As protefnas tipo RecA promovem tro- 
cas recfprocas de filamentos unicos de DNA entre duas 
helices duplas de DNA em duas etapas. Na primeira eta- 
pa, um filamento unico de uma dupla helice e assimila- 
do por uma segunda dupla helice homologa, deslocan- 
do o filamento identico ou homologo e emparelhando 
suas bases com o filamento complementar. Na segunda 
etapa, o filamento unico deslocado e assimilado do mes- 
mo modo pela primeira dupla helice. A protefna RecA 
medeia essas trocas por ligagao ao filamento de DNA 
nao pareado, auxiliando na busca de uma sequencia 
de DNA homologa, e, uma vez encontrada uma dupla 
helice homologa, promovendo a substituigao de um fi¬ 
lamento pelo filamento nao pareado. Se as sequencias 
complementares ja existirem como filamentos unicos, 
a presenga de protefna RecA aumenta em mais de 50 
vezes a taxa de renaturagao. 

Em seguida, os filamentos clivados sao unidos por li¬ 
gagao covalente em novas combinagoes (reuniao) pela 
DNA ligase. Se as quebras originals nos dois filamentos 
nao ocorrerem exatamente no mesmo lugar nos dois 
homologos, e necessario algum ajuste antes que a DNA 
ligase possa catalisar a etapa de reuniao. Esse ajuste 
requer a excisao de nucleotfdios por uma exonuclea¬ 
se e a smtese de reparo por uma DNA polimerase. A 
sequencia de eventos descritos ate agora produz inter¬ 


mediaries de recombinagao com o formato da letra X, 
chamados de formas chi, observadas em varias especies 
pelo exame com microscopio eletronico (Figura 13.30). 
As formas chi sao separadas por quebra catalisada por 
enzima e reuniao dos filamentos de DNA complemen¬ 
tares para produzir duas moleculas de DNA recombi- 
nantes. Em E. coli, as estruturas chi podem ser desfeitas 
pelo produto do gene recG ou do gene ruvC (reparo de 
lesao induzida por UV) . Cada gene codifica uma endo¬ 
nuclease que catalisa a clivagem de filamentos unicos 
nasjungoes chi (Figura 13.29). 

Ha muitos dados indicativos de que existe mais de 
um mecanismo de recombinagao homologa — provavel- 
mente varios mecanismos diferentes. Em 5. cerevisiae, as 
extremidades das moleculas de DNA produzidas por 
quebras bifilamentares sao altamente recombinoge- 
nicas. Esse fato e outros dados sugerem que a recom¬ 
binagao em leveduras geralmente implica quebra bifi- 
lamentar em uma das helices duplas parentais. Assim, 
em 1983, Jack Szostak, Franklin Stahl e colaboradores 
propuseram um modelo de quebra bifilamentar de crossing 
over. De acordo com seu modelo, na recombinagao ha 
uma quebra bifilamentar em uma das helices duplas pa¬ 
rentais, e nao apenas quebras unifilamentares como no 
modelo de Holliday. As quebras iniciais alargam-se, e 
surgem lacunas nos dois filamentos. As duas termina- 
goes unifilamentares produzidas na lacuna bifilamentar 
da dupla helice quebrada invadem a dupla helice Intac¬ 
ta e deslocam segmentos do filamento homologo nessa 
regiao. As lacunas sao preenchidas por smtese de repa¬ 
ro. Esse processo produz dois cromossomos homologos 
unidos por duas pontes unifilamentares. As pontes sao 
desfeitas por clivagem endonucleolftica, assim como no 
modelo de Holliday. Tanto o modelo bifilamentar quan¬ 
to o modelo de Holliday explicam bem a produgao de 
cromossomos recombinantes para marcadores geneti- 
cos que ladeiam a regiao de crossing over. 




0,1 um B 



■ FIGURA 3.30 Micrografia eletronica (A) e digrama (B) de uma forma chi. O exame ao microscopio eletronico identificou duas moleculas de 
DNA durante o processo de recombinagao genetica, Essa micrografia eletronica oferece evidences ffsicas diretas da existencia do intermediario 
de recombinagao de Holliday. Observe como essa molecula corresponde exatamente a estrutura teorica mostrada na ilustraqao (C) do modelo 
de recombinagao de Holliday prototfpico, apresentado na Figura 13.29. Micrografia cedidaporH. Potter, University of South Florida e D. Dressier, 
Harvard University. 
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CONVERSAO GENICA | SINTESE 
DE REPARO DO DNA ASSOCIADA A 
RECOMBINACAO 

Ate esse momenta, apresentamos apenas processos de 
recombinagao explicaveis pela quebra de cromatides ho- 
mologas e a troca reciproca das partes. Contudo, a ana- 
lise de tetrades de produtos meioticos de alguns fungos 
mostra que nem sempre a troca genetica e reciproca. Por 
exemplo, quando se realizam cruzamentos entre duas 
mutagoes intimamente relacionadas no bolor Neurospora 
e se analisam as cos contendo recombinantes selvagem, 
muitas vezes esses ascos nao contem o recombinante mu- 
tante duplo reciproco. 

Imagine um cruzamento em que ha duas mutagoes inti¬ 
mamente relacionadas, m l e m z No cruzamento de m } m * 
com m + m ? , observam-se os seguintes tipos de ascos: 

I s par de esporos: m + m 2 

2 a par de esporos: m + m* 

3 Q par de esporos: m m + 

4 a par de esporos: m I m 2 

Ha esporos do tipo selvagem m + m + , mas nao ha espo¬ 
ros mutantes duplos m m no asco. A recombinagao re¬ 
ciproca produziria um cromossomo m. m sempre que 
fosse produzido um cromossomo m. + m + . Nesse asco, a 
proporgao m 2 + :m 2 e de 3:1 em vez da proporgao esperada 
de 2:2. Um dos alelos m, parece ser sido “convertido” na 
forma alelica m*. Assim, esse tipo de recombinagao nao 
reciproca e denominado conversao genica. Poderiamos pre- 
sumir que a conversao genica e causada por mutagao, ex- 
ceto pelo fata de que ocorre com mais frequencia que os 
eventos de mutagao correspondentes, sempre produz o 
alelo presente no cromossomo homologo, nao um novo 
alelo, e em cerca de 50% dos casos esta relacionada com 
a recombinagao reciproca dos marcadores flanqueado- 
res. A ultima observagao e uma indicagao veemente de 
que a conversao genica resulta de eventos ocorridos du¬ 
rante o crossing over: Na verdade, agora se acredita que a 
conversao genica seja consequencia da sintese de reparo 
do DNA associada aos processos de quebra, excisao e reu- 
niao do crossing over. 

Nos marcadores intimamente associados, a conversao 
genica e mais frequente que a recombinagao reciproca. 
Em um estudo do gene hisl de levedura, 980 de 1.081 
ascos contendo recombinantes his 4 apresentaram conver¬ 
sao genica, enquanto apenas 101 apresentaram recombi¬ 
nagao reciproca classica. 

O aspecto mais surpreendente da conversao genica e 
que a proporgao inicial 1:1 de alelos nao e mantida. Isso 
pode ser explicado com facilidade se segmentos curtos de 
DNA parental forem degradados e ressintetizados com 
filamentos-molde fornecidos pelo DNA que tern o outro 
alelo. Em virtude dos mecanismos de reparo por excisao 
comentados antes neste capitulo, o modelo de Holliday 
de crossing over explica a conversao genica de marcadores 
geneticos localizados na vizinhanga imediata do crossing 
over. Na Figura 13.29D-I, ha um segmento de DNA entre 


os loci a* e b* no qual ha pareamento de bases dos lila- 
mentos complementares de DNA dos dois cromossomos 
homologos. Se um terceiro par de alelos localizado nesse 
segmento fosse segregado no cruzamento, haveria erros 
de pareamento nas duas duplas helices. As moleculas de 
DNA contendo esses erros de pareamento, ou diferentes 
alelos nos dois filamentos complementares de uma du- 
pla helice, sao denominadas heteroduplex. Essas moleculas 
heteroduplex ocorrem como intermediaries no processo 
de recombinagao. 

Se a Figura 13.29E fosse modificada para incluir um 
terceiro par de alelos, e as outras duas cromatides fos- 
sem acrescentadas, a tetrade teria a seguinte composi- 
gao: 


Heterodupiex 
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Se os erros de pareamento forem corrigidos por reparo 
por excisao de nucleotidio (Figura 13.27), no qual os fila¬ 
mentos m sao excisados e ressintetizados com os filamen¬ 
tos m + complementares como moldes, surgira a seguinte 
tetrade: 
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sintese de 
reparo 


Em razao da replicagao semiconservativa do DNA duran¬ 
te a divisao mitotica subsequente, essa tetrade produz um 
asco contendo seis ascosporos rrt e dois ascosporos m, a 
razao de conversao genica igual a 3:1. 

Suponha que apenas um dos dois erros de pareamen¬ 
to descritos na tetrade seja reparado antes da divisao 
mitotica. Nesse caso, a replicagao semiconservativa do 
heterodupiex remanescente produz um homoduplex 
m + e um homoduplex m t e o asco resultante contem 
uma razao de ascosporos igual a 3m + :3m. Essas razoes 
de conversao genica de 5:3 existem; elas resultam da se- 
gregagao pos-meiotica (mitotica) de heterodupiex nao 
reparados. 

A conversao genica esta associada a recombinagao re¬ 
ciproca de marcadores flanqueadores em aproximada- 
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Recombinante para Parental para 

marcadores externos marcadores externos 


■ FIGURA 13.31 Formagao de combinagoes recombinantes (em- 
baixo a esquerda) ou parentais (embaixo a direita) de marcadores 
flanqueadores em associagao com conversao genica. O interme- 
diario de recombinagao na parte superior equivale ao ilustrado na 
Figura 13.29G, mas mostra as cromatides com reparo dos erros de 
pareamento da tetrade ilustrada no texto. Essa tetrade produz urn 
asco com conversao genica de 3 m + para Im.A clivagem da ponte 
unifilamentar no piano vertical (esquerda) produz o arranjo recom¬ 
binante {a+b eab + ) de marcadores flanqueadores, enquanto a diva- 
gem no piano horizontal produz o arranjo parental (a + b + e a b) dos 
marcadores flanqueadores. 


mente 50% dos cases. Essa correlagao e bem explicada 
pelo modelo de Holliday de recombinagao apresentado 
na Figura 13.29. Se as duas cromatides recombinantes 
da tetrade no diagrama anterior forem desenhadas em 
tuna forma equivalente a mostrada na Figura 13.29G, 
sera facil explicar a associagao de conversao genica e 
recombinagao reciproca dos marcadores flanqueado¬ 
res (Figura 13.31). A ponte unifilamentar que une as 
duas cromatides tern de ser desfeita por clivagem en- 
donucleolftica para concluir o processo de recombina¬ 
gao. Essa clivagem pode ser horizontal ou vertical na 
forma chi desenhada na Figura 13.31. A clivagem verti¬ 
cal produz um asco que apresenla tanto conversao ge¬ 
nica quanto recombinagao reciproca dos marcadores 
flanqueadores. A clivagem horizontal produz um asco 
que apresenla tanto conversao genica quanto a combi- 
nagao parental dos marcadores flanqueadores. Assim, 
se a clivagem ocorrer no piano vertical em me tade dos 
casos e no piano horizontal na outra metade, a conver¬ 
sao genica estara associada a recombinagao reciproca 
de marcadores flanqueadores em 50% das vezes, como 
observado. 


PONTOS ESSENCIAIS 


No crossing over ha quebra de moleculas komologas deDNA e reunido das partes em novas 
combinagoes 


vroca, ou 


No caso de marcadores geneticos intimamente associados, a recombinagao nao i 
conversao genica, efrequente, produzindo razoes 3:1 dos alelos de segregagdo 

A conversao genica resulta da sintese de reparo do DNA que ocorre durante o processo de 
recombinagao . 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Reflita sobre o papel da mutagao na evolugao. As 
especies evoluiriam se nao houvesse mutagao? 

Resposta: Nao. A mutagao e a primeira etapa essencial do 
processo evolutivo; e a verdadeira origem de toda 
nova variagao genetica. Os mecanismos de recom¬ 


binagao produzem novas combinagoes dessa varia¬ 
gao genetica, e a selegao natural (ou artificial) pre- 
serva as combinagoes que produzem organismos 
mais adaptados ao ambiente em que vivem. Sem 
mutagao, nao haveria evolugao. 
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2. Imagine am segmento curio de um gene tipo selva- 
gem com a seguinte sequencia de pares de nucleo- 
tidios: 

5'-ATG TCC GCA TGG GGA -3' 

3'-TAG AGG CGT ACC CCT -5' 

A transcribe desse segmento de gene produz a se¬ 
guinte sequencia nucleotidica do mRNA: 

5 7 -AUG UCC GCA UGG GGA-3' 


na qual o quarto codon deixa de ser UGG, um codon 
de triptofano, e passa a ser UGA, um dos ti es codons 
de termino da cadeia. Logo, havera interrupgao pre¬ 
matura do polipeptidio mutante nessa posigao, com 
a produgao de uma protefna truncada. 

4. Gaso haja insergao de um par de bases A:T entre os 
pares de nucleotfdios 6 e 7 no segmento de gene mos- 
trado no Exercfcio 2, qual sera o efeito dessa modifi- 
cagao no polipeptidio especificado por esse gene? 


e a tradugao desse mRNA produz a sequencia de Resposta: A sequencia nucleotidica do mRNA especifica- 
aminoacidos: da pelo segmento de gene mutante sera: 


metionina-serina-alanina-triptofano-glicina 


i-' t 

D 


-AUG UCC AGC AUG GGG A-J’ 


Gaso haja substituigao de um par de nucleotfdios 
nesse gene, com troca de G:C na posigao 7 por A:T, 
qual sera o efeito dessa mutagao no polipeptidio 
produzido por esse gene? 

Resposta: O mRNA produzido pelo segmento do gene 
com a mutagao sera: 

5'-AUG UCC ACA UGG GGA-3' 
e especificara a sequencia de aminoacidos: 

metionina-serina-treonina-triptofano-glicina 

Observe que o terceiro aminoacido do polipeptidio 
mutante e treonina, em vez de alanina existente no 
polipeptidio de tipo selvagem. Assim, essa substitui¬ 
gao de um par de bases, como a maioria das substi- 
tuigoes de pares de bases, resulta na substituigao de 
apenas um aminoacido no polipeptidio codificado 
pelo gene. 

3. Gaso haja substituigao de um par de nucleotfdios 
no segmento de gene mostrado no Exercfcio 2, 
com troca de G:C na posigao 12 por A:T, qual sera 
o efeito dessa mutagao no polipeptidio produzido 
por esse gene? 

Resposta: A sequencia de mRNA produzida sera: 

5'-AUG UCC GCA UGA GGA-3' 

codon de termino 


e o polipeptidio produzido a partir do mRNA alte- 
rado sera: 


metionina-serina-serina-metionina-glicina 

— — 

sequencia de aminoacidos alterada 

A insergao de um par de bases altera a matriz de lei- 
lura do mRNA (trinucleotidios lidos como codons) 
distal ao sitio da mutagao. Logo, todos os aminoacidos 
especificados por codons na regiao 3' em relagao ao 
sitio de insergao serao modificados, com a produgao 
de uma proteina anormal (geralmente inativa). Em 
muitos casos, a insergao desloca um codon de termi¬ 
no para a matriz de leitura apropriada para tradugao, 
com produgao de um polipeptidio truncado. 

5. Se houver crossing over por quebra e reuniao nas 
duas moleculas de DNA mostradas no diagrama 
adiante, nas quais a ponta de seta indica a extremi- 
dade 3' de cada filamento, a frequencia de produ¬ 
gao dos dois recombinantes sera igual? 


a + b 

II11 M1111MITTTTT 


x 


Quebra 

e 

reuniao 


III I III IJ 


■hULh 


TTTTT 

a 


11 mmi! 


5+ 


Resposta: Nao. Durante a recombinagao, so os filamentos 
de DNA com a mesma polaridade podem ser uni- 
dos. O segundo recombinante nao sera produzido. 



Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Charles Yanofsky isolou uma grande quantidade 
de mutantes auxotroficos de E. coli que so cresciam 
em meio contendo o aminoacido triptofano. Como 
seria possivel identificar esses mutantes? Se a mula- 
gao induzida por acido nitroso produzisse um au- 
xoLrofico especifico para o triptofano, seria possivel 
induzir a reversao ao prototrofismo por tratamento 
com 5-bromouracila (5-BU)? 


Resposta: A cultura de bacterias mutagenicas tern de em- 
pregar meio contendo triptofano para que os mu¬ 
tantes desejados possam sobreviver e se reproduzir. 
Depois, e preciso fazer a diluigao das bacterias, pla- 
queamento em meio de agar contendo triptofano 
e incubar ate que haja colonias visiveis. As colonias 
sao transferidas para placas sem triptofano pela 
tecnica de plaqueamento em replica desenvolvida 
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pel os Lederbergs (Figura 13.15). Os auxotroficos 
para o triptofano desejados crescerao nas placas 
com triptofano, mas nao nas placas de replica sem 
triptofano. Como o acido nitroso e a 5-BU produ- 
zem mutagoes de transigao nos dois sentidos, A:T 
«-» G:C, a 5-BU deve induzir a retromutagao de toda 
mutagao induzida por acido nitroso. 

Suponha que voce descobriu recentemente uma 
nova especie de bacteria e nomeou-a Escherichia 
mutaphilium. Durante o ultimo ano, voce estudou o 
gene mutA e o polipeptidio especificado por ele, a 
enzima trinucleotidio mutagenase, nessa bacteria. 
Demonstrou-se que a E. mutaphilium usa o codigo 
genetico universal e comporta-se como a Escherichia 
coli em todos os outros aspectos relevantes para a 
genetica molecular. 

O sexto aminoacido da terminagao amino da 
trinucleotidio mutagenase selvagem e a histidina, 
e o gene mutA de tipo selvagem tern a sequencia 
tripla de par de nucleotidios. 

3'-GTA-5' 

5'-CAT-3' 

na posigao correspondente ao sexto aminoacido do 
produto genico. Nessa trinca tambem foram carac- 
terizados sete mutantes, isolados em separado, com 
substituigoes de apenas um par de nucleotidios. 
Alem disso, todas as trinucleotidio mutagenases 
mutantes foram purificadas e sequenciadas. Todas 
as sete sao diferentes: contem, respectivamente, 
glutamina, tirosina, asparagina, acido aspartico, ar- 
ginina, prolina e leucina como o sexto aminoacido 
da terminagao amino. 

Os mutantes mutAl, mutA2 e mutA3 nao se re¬ 
combinant entre si, mas cada um deles se recombi- 
na com os outros quatro mutantes ( mutA4 , mutA5, 
mutA6 e mutA7) para produzir recombinantes sel- 
vagens verdadeiros. Do mesmo modo, os mutan¬ 
tes A4, A5 e A6 nao se recombinam entre si, mas 
cada um deles produz recombinantes selvagens 
verdadeiros nos cruzamentos com os outros qua¬ 
tro mutantes. Por fim, cruzamentos entre mutAl 
e mutA7 produzem aproximadamente duas vezes 
mais recombinantes selvagens verdadeiros que cru¬ 
zamentos entre mutA6e mutA7. 

O tratamento com 5-bromouracila (5-BU) induz 
a retromutagao dos mutantes A1 e A6 em tipos sel¬ 
vagens, o que nao ocorre com os mutantes A2, A3, 
A4, A5 e A 7. Os mutantes A2 e A4 crescem lenta- 
mente em meio mmirno, ao passo que os mutan¬ 
tes A3 e A5 tem mutagoes nulas (que especificam 
produtos genicos totalmente inativos) e sao incapa- 
zes de crescer em meio mmimo. Essa diferenga loi 
usada para discernir, pelas mutagoes, os genotipos 
mutA3 e mutA5 dos genotipos mutA2 e mutA4. O 
tratamento com 5-bromouracila ou hidroxilamina 
pode induzir a transformagao de mutantes A3 e A5 
em A2 e A4, respectivamente. No entanto, nenhum 


desses mutagenos induz a mutagao de A3 em A4 
nem de A5 em A2. 

Use as informagoes anteriores e a natureza do 
codigo genetico (Tabela 12.1) para deduzir que 
alelo mutante especifica o polipeptidio mutante 
em cada uma das sete diferentes substituigoes de 
aminoacidos na 6 a posigao da trinucleotidio muta¬ 
genase, e justifique suas dedugoes. 


Resposta: As dedugoes a seguir sao feitas a partir das in¬ 
formagoes apresentadas. 

(a) O codon His de tipo selvagem tem de ser CAU com 
base na sequencia de pares de nucleotidios do gene. 

(b) Os codons para os sete aminoacidos enc on trad os na 
6* posigao nos polipeptidios mutantes tem de estar 
associados a CAU pela troca de uma unica base por- 
que os mutantes foram todos derivados do tipo sel¬ 
vagem pela substituigao de um unico par de nucleo¬ 
tidios. Assim, a degeneragao do codigo genetico nao 
influencia a dedugao das atribuigoes especificas de 
codons. 

(c) Tendo em vista a natureza do codigo genetico - espe- 
ciiicamente a degeneragao na terceira (3 r ) posigao 
em cada codon - existem tres possiveis substituigoes 
de aminoacidos decorrentes de substituigoes de 
uma unica base (causadas por substituigoes de um 
unico par de bases no DNA) em cada uma das duas 
primeiras posigoes (a base 5' e a base do meio), mas 
apenas uma possivel troca de aminoacido causada 
pela troca de uma unica base na posigao 3 (a base 
3' no codon). Para simplificar a discussao, as posi¬ 
goes dos tres pares de nucleotidios no trinucleotidio 
em questao serao denominadas U posigao (corres¬ 
pondente a base 5' no codon), 2 a posigao (o par de 
nucleotidios no meio) e 3® posigao (correspondente 
a base 3' no codon de mRNA). 

(d) Ja que Al, A2 e A3 nao se recombinam, todos sao 
produzidos obrigatoriamente por substituigoes de 
pares de bases na mesma posigao no trinucleotidio, 
na 1- ou 2- posigao. O mesmo acontece com A4, A5 
e A6. Como A 7 recombina-se com todos os outros 
seis alelos mutantes, e resultante da substituigao de 
um unico par de bases na 3® posigao que ocasiona a 
troca de um aminoacido. 

(e) O unico aminoacido com codons associados ao co¬ 
don His CAU por substituigao de uma base na 3 a 
posigao e Gin (codons CAA e CAG). Assim, o sexto 
aminoacido do polipeptidio mutA7 e obrigatoria¬ 
mente glutamina. 

(f) Como mutA 7 (substituigao na terceira posigao) pro¬ 
duz aproximadamente duas vezes mais recombinan¬ 
tes de tipo selvagem em cruzamentos com mutAl 
que em cruzamentos com mutA6, a substituigao de 
Al esta na l a posigao e a substituigao de mutA6 esta 
na 2 a posigao. Associado a (d), isso poe as substitui¬ 
goes A2 e A3 na 1® posigao e as substituigoes A4 e A5 
na 2 a posigao. 

(g) Como a 5-BU causa a reversao de mutAl e mutA6 ao 
tipo selvagem, esses mutantes estao obrigatoriamen¬ 
te associados a trinca de pares de nucleotidios que 
codificam His por mutagoes de transigao, isto e. 


( ATA 5-BU ^ G1 A 5-BU w GCA f A ^ 

< -► CAT < -” ccrr (mulA6} 
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(h) Como a hidroxilamina induz a mutagao de mutA3 e 
mat A 5 em mutA2 e mutA4 , respectivamente, A3 esta 
associado a A2, e A.5 r/ A3, especificamente por tran- 
sigoes G:C —* A:T — isto e 5 


(mutAT) 


CTA 

■ I ■ * * ft 

GAT 



TTA 


■ ■ * » * ■ 


AAT 


(; mutA2 ) 


e 


(mutA 5) 


GGA 

CCT 


GAA 

c;ff 


( mutA4 ) 


Juntas, essas dedugoes estabeleccm a presenga das 
seguintes relagoes entre os aminoaeidos, codons e 
trincas de pares de nucleotfdios na posigao de inte- 
resse nos polipepttdios da trinucleotfdio mutagena- 
se, mRNA e genes nos sele diferentes mutantes: 


Alteracoes da primeira base 



/\\ /_ 


I 


’m ■ 


d 


jamm m 
ff M 


1 


adicional 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


13.1 Classifique as mutagoes pontuais a seguir repre- 
sentadas no DNA e no RNA como (1) transiqoes, 
(2) transversdes on (3) mudangas da matriz de 
leitura. (a) A para G; (b) C para T; (c) C para G; 
(d) T para A; (e) UAU ACC UAU para UAU AAC 
CUA; (f) UUG CUA AUA para UUG CUG AUA. 

13.2 De todas as mutacdes de sentido trocado possfveis 
em um segmento de DNA que codifica o aminoa- 
cido triptofano. qual e a proporcao entre transver- 
soes e transit;des se todas as substituigoes de um par 
de bases ocorrereni com igual frequencia? 

13.3 Espera-se a ocorrencia tanto de mutagoes lelais 
quanto de mutagoes visfveis em moscas-das-frutas 
irradiadas. Defina um metodo para deteetar muta¬ 
goes (a) letais Iigadas ao X e (b) visfveis Iigadas ao 
X em Drosophila irradiadas. 

13.4 Como e possfvel deteetar mutagoes em bacterias 
que causam resistencia a um farmaco especifico? 
Como se pode verificar se determinado farmaco 
causa mutagoes ou apenas identifica mutagoes ja 
existetiles no organismo investigado? 

13.5 Em geral, as taxas publicadas de mtitagao espon- 
tanea em seres humanos sao maiores que as taxas 
em bacterias. Isso significa que a mutagao de genes 
individuais em seres humanos e mais frequente 
que em bacterias? Explique. 

13.6 Um disturbio pre-canceroso (polipose intestinal) 
em certo grupo familiar humano e determinado 
por um unico gene dominante. Entre os descen- 
dentes de tuna mulher que morreu com cancer do 


colon, dez pessoas morreram com o mesrno tipo 
de cancer e seis tern polipose intestinal. Todas as 
outras ramificagoes dessa grande famflia foram 
examinadas meticulosamente sem que se encon- 
trassem casos. Sugira uma explicagao para a ori- 
gem do gene defeituoso. 

13.7 A distrofia muscular juvenil em seres humanos e 
determinada por um gene recessivo ligado ao X. 
Em um estudo intensivo, encontraram-se 33 ca¬ 
sos em uma populagao de aproximadamente 
800.000 pessoas. Os pesquisadores estavam con- 
vencidos de que haviam encontrado todos os ca¬ 
sos avangados o suficiente para ser detectados por 
ocasiao do estudo. So os homens apresentavam 
sintomas da doenga. A maioria dos doentes mor¬ 
reu cedo, e nenhum deles viveu alem de 21 anos. 
Em geral, apenas um caso foi detectado em uma 
famflia, mas em algumas famflias havia dois ou ires 
casos. Sugira uma explicagao para a ocorrencia es- 
poradica da doenga e a tendencia de persistencia 
do gene na populagao. 

13.8 Os produtos resultanles de mutagoes somaticas, 
como a laranja-de-umbigo e a maga Delicious, tor- 
naram-se comuns em plantagoes de frutas cftricas 
e magas. No entanto, as caracterfsticas decorrentes 
de mutagoes somaticas raramente sao mantidos 
em animais. Por que? 

13.9 Caso exista um carneiro de pernas curtas em um 
rebanho, sugira experimentos para determinar se 
as pernas curtas sao consequencia de uma muta¬ 
gao ou um efeito ambiental. Se as pernas curtas 
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forem causadas por uraa mutagao, como e possivel 
verificar se a mutagao e dominante ou recessiva? 

13.10 De que maneira enzimas como a DNA polimerase 
poderiam participar do mecanismo de agao dos 
genes mutacionais e antimutacionais (genes mu- 
tantes que aumentam e diminuem, respectivamen- 
te, as taxas de mutagao)? 

13.11 Como a selegao natural poderia odmizar as taxas 
de mutagao espontanea? 

13.12 Um gene mutacional Dt em milho aumenta a taxa 
de mutagao do gene para aleurona incolor ( a ) 
para o alelo dominante (A), que produz aleuro¬ 
na colorida. Quando se fizeram cruzamentos re- 
cfprocos (i. e., planta-mae dt/dt, a/ax Dt/Dt, a/a e 
planta-mae Dt/Dt, a/ax dt/dt, a/a), o cruzamento 
com plantas-maes Dt/Dt produziu tres vezes mais 
pontos por grao que o cruzamento recfproco. Ex- 
plique esses resultados. 

13.13 Uma unica mutagao bloqueia a conversao de fe- 
nilalanina em tirosina. (a) Espera-se que o gene 
mutante seja pleiotropico? (b) Explique. 

13.14 Como e possivel distinguir a hemoglobina normal 
(hemoglobina A) da hemoglobina S? 

13.15 Se CTT e um trinucleotidio de DNA (filamento 
transcrito de DNA) que especifica o acido gluta- 
mico, que alteragoes da trinca de bases de DNA e 
mRNA seriam responsaveis pela valina e lisina na 
6“ posigao da cadeia de (3-globina? 

13.16 O genoma do bacteriofago T4 contem cerca de 
50% de pares de bases A:T e 50% de pares de ba¬ 
ses G:C, O analogo de base 2-aminopurina induz 
substituigoes de pares de bases A:T —> G:C e G:C —> 
A:T por modificagoes tautomericas. A hidroxilami- 
na e uma subs tan cia quimica mutagenica que rea¬ 
ge especificamente com a citosina e induz apenas 
substituigoes G:C —* A:T. Caso se produzisse uma 
grande quantidade de mutagoes independentes 
em bacteriofago T4 por tratamento com 2-amino¬ 
purina, que porcentagem dessas mutagoes deveria 
sofrer retromutagao para o genotipo de tipo selva- 
gem por tratamento com hidroxilamina? 

13.17 Supondo que a cadeia p-globina e a cadeia a-globi- 
na tivessem um ancestral comum, que mecanismos 
poderiam explicar as diferengas que agora existem 
nessas duas cadeias? Que alteragoes nos codons de 
DNA e mRNA seriam responsaveis pelas diferen¬ 
gas que resultaram em aminoacidos diferentes nas 
posigoes correspondentes? 

13.18 Em determinada linhagem de bacterias, todas as 
celulas geralmente sao destruidas quando ha uma 
concentragao especifica de estreptomicina no 
meio. Essas celulas sofrem mutagoes que conferem 
resistencia a estreptomicina. Os mutantes resisten- 
tes a estreptomicina sao de dois tipos: alguns vivem 


com ou sem estreptomicina; outros so sobrevivem 
quando o meio contem esse farmaco. Dada uma 
linhagem dessa especie sensivel a estreptomicina, 
descreva um procedimento experimental para o 
estabelecimento de linhagens resistentes a estrep¬ 
tomicina dos dois tipos. 

13.19 Um estoque de moscas-das-frutas foi tratado com 
1.000 roentgens (r) de raios X, o que aumentou 
em 2% a taxa de mutagao de um gene especifico. 
Que porcentagem de aumento da taxa de mutagao 
desse gene seria esperada se o estoque de moscas 
fosse tratado com doses de 1.500 r, 2.000 r e 3.000 
r de raios X? 

13.20 Por que a frequencia de quebra de cromossomos 
induzida por raios X varia com a dose total e nao 
com a velocidade de administragao? 

13.21 O superaquecimento de um reator produz tritio 
radioativo (H 3 ), iodo radioativo (I 131 ) e xenonio 
radioativo (Xn 133 ). Por que devemos nos preocu- 
par mais com o iodo radioativo do que com os ou¬ 
tros dois isotopos radioativos? 

13.22 Uma pessoa sofreu um acidente e recebeu 50 ro¬ 
entgens (r) de raios X de uma vez. Outra pessoa 
foi tratada 20 vezes com 5 r. Supondo-se que nao 
haja efeito de intensidade, qual e o numero pro- 
porcional de mutagoes esperado em cada uma? 

13.23 Realizou-se um cruzamento de Neurospora crassa 
entre uma linhagem de tipo de cruzamento A e 
genotipo m + z e uma linhagem de tipo de cru¬ 
zamento a e genotipo x m z + . Os genes x, me ze s- 
tao intimamente associados e presentes na ordem 
x-m-z no cromossomo. Um asco produzido por esse 
cruzamento continha duas copias ( il gemeos iden- 
ticos”) de cada um dos quatro produtos da meio- 
se. Se os genotipos dos quatro produtos da meiose 
mostraram que houve conversao genica no locus m 
e recombinagao reciproca nos loci x e z, quais po¬ 
deriam ser os genotipos dos quatro produtos? Nos 
espagos entre parenteses a seguir, escreva os geno¬ 
tipos dos quatro produtos haploides da meiose em 
um asco com conversao genica no locus m e recom¬ 
binagao reciproca dos marcadores flanqueadores 
(nos loci x e z). 

Tabela Pares de esporos no asco 
1 a2 3 a4 5a6 7a8 

( > ( > ( ) ( > 

13.24 Como o acido nitroso induz mutagoes? Que resul¬ 
tados especificos poderiam ser esperados no DNA 
e no mRNA depois do tratamento de virus com aci¬ 
do nitroso? 

13.25 E mais provavel que as alteragoes mutacionais 
induzidas por acido nitroso sejam transigoes ou 
transversoes? 
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13.26 Voce esta usando o teste de Ames para avaliar a 
possfvel mutagenicidade de tres novos pesticidas. 
Duas linhagens his~ produzidas por mutagao por 
mudanga de matriz de leitura ou transigao foram 
usadas e os resultados foram os seguintes (numero 
de colonias revertentes): 


Linhagem 1 

Controle de 
mutantes de 
transigao 
(sem 

substancia 

quimica) 

Mutante de 
transigao + 
substancia 
quimica 

Mutante de 
transigao 
+ substancia 
quimica + 
enzimas de 
figado de rato 

Pesticida n° 1 

21 

180 

19 

Pesticida n Q 2 

18 

19 

17 

Pesticida n Q 3 

25 

265 

270 




Mutante por 


Controle de 


mudanga de 


mutantes por 

Mutante por 

matriz de 


mudanga da 

mudanga 

leitura 


matriz de 

de matriz 

+ substancia 


leitura (sem 

de leitura + 

quimica + 


substancia 

substancia 

enzimas de 

Linhagem 2 

quimica) 

quimica 

figado de rato 

Pesticida n Q 1 

5 

4 

5 

Pesticida n° 2 

7 

5 

93 

Pesticida n° 3 

6 

9 

7 


Os tres pesticidas induzem algum tipo de mutagao? Qual? 


13.27 Qual e a diferenga entre a agao e o efeito mutage- 
nico da 5-bromouracila e do acido nitroso? 

13.28 Sydney Brenner e A. O. W. Stretton constataram 
que as mutagoes sem sentido nao interrompiam a 
sfntese de polipeptfdios no gene rll do bacterio- 
fago T4 quando estavam localizadas em um inter- 
valo da sequencia de DNA no qual havia ocorrido 
insergao de um unico nucleotidio em uma extre- 
midade e delegao de um unico nucleotidio na ou- 
tra. Qual e a explicagao desse achado? 

13.29 Seymour Benzer e Ernst Freese compararam mu¬ 
tantes espontaneos e induzidos por 5-bromoura- 
cila no gene rll do bacteriofago T4; o mutageno 
aumentou a taxa de mutagao ( rlTrll) centenas 
de vezes acima da taxa de mutagao espontanea. O 
tratamento com 5-bromouracila poderia induzir a 
reversao para o tipo selvagem de quase todos (98%) 
os mutantes induzidos por 5-bromouracila (rll —» 
rir), mas esse tratamento induziria a reversao ao 
tipo selvagem de apenas 14% dos mutantes espon¬ 
taneos. Discorra sobre a razao desse resultado. 

13.30 Como as alteragoes do DNA induzidas por acridi- 
na levam a produgao de protefnas inativas? 

Use as distribuigoes de codons-aminoacidos conhecidas, 

apresentadas no Capitulo 12, para resolver os proximos 

problemas. 

13.31 Mutagoes nos genes codificadores das subunidades 
ae pda hemoglobina causam doengas hematolo- 


gicas como talassemias e anemia falciforme. Voce 
conheceu uma famflia na China na qual algumas 
pessoas eram portadoras de uma nova forma gene¬ 
tica de anemia. As sequencias de DNA na extremi- 
dade 5' do filamento nao molde do DNA normal 
e mutante codificador da subunidade a da hemo¬ 
globina sao: 

Normal 5 '-ACGTTATGCC GTACT GCCAGCTAACT- 
GCTAAAGAACAATTA.-3' 

Mutante 5 '-ACGTTATGCCCGTACTGCCAGCTAACT- 
GCTAAAGAACAATTA..-3' 

(a) Qual e o tipo de mutagao presente no gene da he¬ 
moglobina mutante? 

(b) Quais sao os codons na porgao traduzida do mRNA 
transcrito dos genes normal e mutante? 

(c) Quais sao as sequencias de aminoacidos dos poli¬ 
peptidios normal e mutante? 

13.32 O bacteriofago MS2 contem as informagoes gene- 
ticas no RNA. Seu cromossomo e analogo a uma 
molecula poligenica de mRNA em organismos que 
armazenam suas informagoes geneticas no DNA. 
O minicromossomo de MS2 codifica quatro poli¬ 
peptidios ( i . e., tern quatro genes). Um desses qua¬ 
tro genes codifica a protefna da capsula de MS2, 
um polipeptidio com 129 aminoacidos de compri- 
mento. Toda a sequencia nucleotidica no RNA de 
MS2 e conhecida. O codon 112 do gene da protef¬ 
na da capsula e CUA, que especifica o aminoacido 
leucina. Se voce fosse tratar uma populagao em 
replicagao do bacteriofago MS2 com o mutageno 
5-bromouracila, que substituigoes de aminoacidos 
esperaria que fossem induzidas na posigao 112 da 
protefna da capsula de MS2 (i. e., Leu —> outro 
aminoacido) ? (Nota: O RNA do bacteriofago MS2 
replica-se usando um filamento complementar de 
RNA e pareamento de bases como o DNA.) 

13.33 Espera-se que as frequencias das diferentes substi¬ 
tuigoes de aminoacidos induzidas por 5-bromoura- 
cila na posigao 112 do polipeptidio da capsula que 
voce indicou no Problema 13.32 sejam iguais? Em 
caso afirmativo, por que? Em caso negativo, por 
que nao? Alguma delas ocorreria com maior fre- 
quencia? Qual? 

13.34 Essas mutagoes ocorreriam se uma suspensao nao 
replicativa do fago MS2 fosse tratada com 5-bro- 
mouracila? 

13.35 O acido nitroso desamina a adenina, a citosina e a 
guanina (adenina —» hipoxantina, que faz par com 
a citosina; citosina —* uracila, que faz par com a 
adenina; e guanina —>■ xantina, que faz par com 
a citosina). Voce esperaria que o acido nitroso in- 
duzisse alguma mutagao cuja consequencia seria 
a substituigao de um resfduo de glicina por outro 
aminoacido em um polipeptidio de tipo selvagem 
(i. e. f glicina —> outro aminoacido) se a mutage- 
nese ocorresse em uma suspensao de bacterio- 
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fagos T4 maduros (nao replicantes) ? (Nota: Apos 
o tratamento mutagenico da suspensao de fagos, 
o acido nitroso e retirado. Depois, permite-se a in- 
fecgao de celulas de E. coli pelo fago tratado para 
a expressao de eventuais mutagoes induzidas.) Em 
caso afirmativo, por que mecanismo? Em caso ne- 
gativo, por que nao? 

13.36 Tendo em mente a natureza conhecida do codigo 
genetico, as informagoes sobre o fago MS2 apre- 
sentadas no Problema 13.32 e o que aprendeu 
sobre o acido nitroso no Problema 13.35, voce es- 
peraria que o acido nitroso induzisse alguma mu¬ 
tagao que teria como consequencia substituigoes 
de aminoacidos do tipo glicina —* outro aminoa- 
cido se a mutagenese ocorresse em uma suspensao 
de bacteriofagos MS2 maduros (nao replicantes) ? 
Em caso afirmativo, por que mecanismo? Em caso 
negativo, por que nao? 

13.37 Voce esperaria que o acido nitroso induzisse uma 
maior frequencia de substituigoes Tyr —» Ser ou 
Tyr —> Cys? Por que? 

13.38 Qual das substituigoes de aminoacidos a seguir 
voce espera que seja induzida com maior fre¬ 
quencia pela 5-bromouracila? (a) Met —> Leu; (b) 
Met—> Thr; (c) Lys —* Thr; (d) Lys —> Gin; (e) Pro 
—> Arg; ou (f) Pro—> Gin? Por que? 

13.39 A sequencia de tipo selvagem de parte de uma 
protefna e 

NH 2 -Trp-Trp-Trp-Met-Arg-Glu-Trp-Thr-Met 

Cada mutante na tabela a seguir difere do tipo sel¬ 
vagem por uma unica mutagao pontual. Usando 
essa informagao, determine a sequencia de mRNA 
que codifica o polipeptidio de tipo selvagem. Se 
houver mais de um nucleotidio possfvel, liste todas 
as possibilidades. 

Mutante Sequencia de aminoacidos do polipeptidio 

1 Trp-Trp-Trp Met 

2 Trp-Trp-Trp-Me t-Arg-As p-Tr p-Thr-Me t 

3 Trp-Trp-Trp-Me t-Arg-Lys-Trp-Th r-M e t 

4 Trp-Trp-Trp-Me t-Arg-Glu-Tr p-Me t-Me t 

13.40 Acridinas como a proflavina induzem principal- 
mente acrescimos e dele goes de um unico par de 
bases. Suponha que a sequencia nucleotidica de 
tipo selvagem no mRNA produzida a partir de um 
gene seja 

5 '-AU GCCCUUU GGGAAAGGGUUU CCCUAA-3' 

Suponha tambem que uma mutagao seja induzi¬ 
da nesse gene pela proflavina e, em seguida, um 
revertante dessa mutagao seja induzido pela pro¬ 
flavina, decorrente da mutagao supressora de um 
segundo sftio no mesmo gene. Se a sequencia de 
aminoacidos do polipeptidio codificado por esse 
gene na linhagem revertante (mutante dupla) fosse 


NH 2 -Met-Pro-Phe-Gly-Glu-Arg-Ph e-Pro-CO OH 

qual seria a sequencia nucleotidica mais provavel no 
mRNAdesse gene no revertante (mutante duplo)? 

13.41 Oito mutantes de E. coli isolados de modo inde- 
pendente, todos incapazes de crescer na ausen- 
cia de histina (his - ), foram examinados em todos 
os heterozigotos cis e trans possfveis (diploides 
parciais). Todos os heterozigotos cis cresceram 
na ausencia de histidina. Os heterozigotos trans 
tiveram duas respostas diferentes: alguns cres¬ 
ceram na ausencia de histidina; outros, nao. Os 
resultados experimentais, usando para indi¬ 
car crescimento e “0” para indicar que nao houve 
crescimento, sao apresentados na tabela adiante. 
Quantos genes sao definidos por essas oito mu- 
tagoes? Que linhagens mutantes tern mutagoes 
no(s) mesmo(s) gene(s)? 


Crescimento de heterozigotos trans (sem histidina) 


Mutante 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

8 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+ 

0 

7 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 


6 

0 

0 

0 

0 

0 

0 



5 

0 

0 

0 

0 

0 




4 

0 

0 

0 

0 





3 

0 

0 

0 






2 

0 

0 







1 

0 









13.42 Suponha que os mutantes descritos no Problema 
13.41 tenham produzido os resultados a seguir. 
Quantos genes eles teriam definido? Que muta¬ 
goes estariam no(s) mesmo (s) gene(s)?. 


Crescimento de heterozigotos trans (sem histidina) 


Mutante 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

8 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 

0 

7 

+ 


+ 

+ 

+ 

+ 

0 


6 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 

0 



5 

+ 

-h 

+ 

+ 

0 




4 

+ 

+ 

0 

0 





3 

+ 

+ 

0 






2 

0 

0 







1 

0 









13.43 Em Drosophila, white (branco), white cherry (bran- 
co-cereja) e vermilion (vermelhao) sao mutagoes 
ligadas ao X que afetam a cor dos olhos. Todas as 
tres mutagoes sao recessivas em relagao ao alelo 
selvagem para olhos vermelhos. O cruzamento de 
uma femea de olhos brancos com um macho de 
olhos vermelhao produz machos de olhos bran- 
cos e femeas de olhos vermelhos (tipo selvagem). 
O cruzamento de uma femea de olhos brancos 
com um macho de olhos branco-cereja produz 
machos de olhos brancos e femeas de olhos ce- 
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reja-claros. Esses resultados indicam se alguma 
das tres mutagoes que afetam a cor dos olhos esta 
localizada no mesmo gene? Em caso afirmativo, 
quais? 

13,44 Os mutantes loz (do ingles, fethal on Z [letal em Z]) 
do bacteriofago X sao mutantes letais condicionais 
que se desenvolvem na linhagem Y de E. coli, mas 
nao na linhagem Z. Os resultados apresentados na 
tabela a seguir foram obtidos na analise da com- 
plementagao de sete mutantes loz por infecgao da 
linhagem Z de E. coli por cada par de mutantes 
possfvel. O sinal “+” indica a produgao de fagos nas 
celulas infectadas, e “0” indica ausencia de produ¬ 
gao de fagos. Tambem foram feitos todos os testes 
cis possiveis, e todos os heterozigotos cis produzi- 
ram prole de fagos de tipo selvagem. 


Mutante 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

7 

4- 

+ 

0 

+ 

0 

0 

0 

6 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

0 


5 

+ 

+ 

0 

4- 

0 



4 

0 

0 

+ 

0 




3 

+ 

+ 

0 





2 

0 

0 






1 

0 








(a) Proponha tres explicagoes plausfveis para o corn- 
portamento de complementagao aparentemente 
anomalo do mutante loz numero 7. 

(b) Que experimentos geneticos simples podem ser usa- 
dos para distinguir as tres explicagoes possiveis? 

(c) Explique por que resultados especfficos dos expe¬ 
rimentos propostos distinguirao as tres explicagoes 
possiveis. 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


A doenga falciforme e causada pela substituigao de um 
unico par de bases no gene da [3-globina humana. Essa 
mutagao troca o acido glutamico, o sexto aminoacido 
no polipeptidio maduro, por valina (ver Figura 1.9). 
Por sua vez, essa substituigao de um unico aminoacido e 
responsavel por todos os sintomas dessa doenga dolorosa 
e, por fim, fatal. 

1. Que outras mutagoes do gene da (3-globina humana 
substituiram o acido glutamico na 6 a posigao por 
algum outro aminoacido? Como sao c ham ad as essas 
variantes da hemoglobina? Existem variantes da 
(3-globina com substituigao de um aminoacido na 6- 
posigao e substituigao de mais um aminoacido em 
outra posigao no polipeptidio? 

2. A prolina esta presente na 5 a posigao na (3-globina humana 
normal. Que substituigoes de aminoacidos ocorreram 
nessa posigao em (3-globinas mutantes? E quanto ao acido 
glutamico presente na 7- posigao? Existem mutagoes que 
substituem esse aminoacido por outro? 


3. Documentaram-se mutagoes em uma grande 
quantidade das 146 trincas de pares de bases 
(especificadores de codons de mRNA) no gene da 
(f-globina humana. Quantas dessas trincas sofreram 
mutagao para acarretar a substituigao de um aminoa¬ 
cido no polipeptidio? 

4. Que genes estao localizados perto do gene da fl-globina 
no cromossomo humano 11? Quais sao as fungoes dos 
genes das globinas delta, gama A, gama G e epsilon? 
Seu arranjo no cromossomo tern algum significado? 

Dica: No site do NCBI, pesquise “beta-globin variants” em 
todos os bancos de dados. Comece com os resultados em 
OMIM (Online Medical Inheritance in Man); clique em 
HBB (simbolo on-line de gene da p-globina humana), na 
barra a esquerda; clique em HbVar para obter uma lista 
de todas as variantes da (3-globina humana caracterizadas 
ate hoje. Depois, volte a pagina do HBB e clique em 
“Gene Map” para obter uma lista dos genes proximos de 
HBB. 




Tecnicas de 
Genetica Molecular 




Tecnicas basicas para identifica<;ao, 
amplifica^ao e clonagem de genes 

Constru^ao e rastreamento das bibliotecas 
de DNA 

Analise molecular de DNA, RNA e protemas 
Analise molecular de genes e cromossomos 


Tratamento do nanismo 
hipofisario com hormonio do 
crescimento humano 

Kathy era uma crianqa comum em quase todos os aspectos, 
era alegre, ativa, travessa e inteligente. Na verdade, a unica 
caracteristica incomum era a sua baixa estatura. Ela nasceu 
com nanismo hipofisario, causado pela deficiencia de hor¬ 
monio do crescimento humano (hGH). Kathy parecia desti- 
nada a ter altura muito baixa por toda a sua vida. Entao, aos 
dez anos, comeqou a ser tratada com hGH sintetizado em 
bacterias e cresceu 12,7 cm durante o primeiro ano de trata¬ 
mento. O tratamento com hGH continuou durante o periodo 
de maturaqao e Kathy alcanqou o limite inferior da distribui- 
qao normal da altura em adultos. Sem esse tratamento, sua 
altura final terla sido muito baixa. 

O hGH responsavel pela altura quase normal alcanqada por 
Kathy foi um dos primeiros produtos da engenharia genetica, o 
uso de genes projetados ou modificados para sintetizar os pro¬ 
dutos desejados. A principio, o hGH foi produzido em celulas de 
£. coli que tinham um gene modificado constitufdo da sequencia 
codificadora de hGH fundida a elementos reguladores bacterianos 
sinteticos. Esse gene quimerico foi criado in vitro e introduzido em 


O 


i W 




& 


Modelo computadorizado da estrutura do hormonio de crescimento 
humano. 


E. coli por transformaqao. Em 1985, o hGH produzido em E. coli 
tornou-se o segundo produto farmaceutico de engenharia geneti¬ 
ca aprovado para uso em seres humanos pela Food and Drug Ad¬ 
ministration nos EUA. O primeiro foi a insulina humana, aprovada 
em 1982. 
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Como os cientistas criam um gene para produzir hGH 
ou insulina humana em E. coli? Eles realizaram essa fa- 
ganha combinando a sequencia codificadora do gene do 
hormonio do crescimento humano ou da insulina huma¬ 
na a sequencias reguladoras que garantem sua expressao 
em celulas de E. coli. Depois de montar o gene no tubo 
de ensaio, eles tiveram de introduzi-lo em bacterias vivas 
para que pudesse ser expresso. No passado, a sfntese de 
protemas humanas em bacterias parecia ficgao cientffica. 
Hoje a produgao de protemas humanas e rotineira em 
bacterias ou celulas eucarioticas em cultura. Neste capf- 
tulo, nos concentraremos nas eficientes tecnicas de gene¬ 
tica molecular que possibilitam aos pesquisadores criar 
genes a partir de componentes derivados de dife rentes 
especies e expressar esses novos genes tanto em bacterias 
quanto em celulas eucarioticas. 

Muito do que sabemos sobre a estrutura de genes se 
deve a estudos moleculares de genes e cromossomos al- 
cangados pelo desenvolvimento de tecnologias de recombina- 
gao do DNA. As tecnicas de DNA recombinante comegam 
com a donagem de genes especfficos. A clonagem de um 
gene requer seu isolamento, sua insergao em um peque- 
no elemento genetico autorreplicante, como um plasmf- 
dio ou cromossomo viral, e sua amplificagao durante a 
replicagao do plasmidio ou cromossomo viral em celu- 
la hospedeira apropriada (geralmente uma celula de E. 
coli ). Os pequenos elementos geneticos autorreplicantes 
usados para clonar genes sao chamados vetores de dona¬ 
gem. A clonagem genica — o isolamento e a amplificagao 


de determinado gene — nao deve ser confundida com a 
clonagem de organismos - a produgao de um organism o, 
como a ovelha Dolly, a partir de uma unica celula retira- 
da de um organismo adulto. 

O isolamento e a clonagem de um gene especffico e 
um processo complexo. Depois que e clonado, porem, 
um gene pode ser submetido a uma serie de manipu- 
lagoes que torna possfvel investigar a relagao entre sua 
estrutura e sua fungao. Em geral, o gene clonado e se- 
quenciado; isto e, determina-se sua sequencia de pares 
de nucleotidios. Se a fungao do gene for desconhecida, 
a sequencia nucleotidica pode ser comparada a milhares 
de sequencias genicas armazenadas em tres grandes ban- 
cos de genes digitais - um na Alemanha, um segundo no 
Japao e um terceiro nos Estados Unidos (ver Em foco: 
GenBank, no Capftulo 15). As vezes e possfvel deduzir a 
fungao de um gene com base na semelhanga com outros 
genes cujas fungoes sao conhecidas. A partir da sequencia 
nucleotidica de um gene e o conhecimento do codigo 
genetico, e possfvel prever a sequencia de aminoacidos 
do polipeptfdio codificado pelo gene. Em seguida, po- 
de-se pesquisar na sequencia prevista de aminoacidos do 
polipeptfdio sequencias de aminoacidos que deem pistas 
sobre sua fungao. Os bancos de dados de sequencias de 
acidos nucleicos e protemas tornaram-se recursos impor- 
tantes para pesquisa em genetica molecular e serao cada 
vez mais importantes tanto na pesquisa biologica basica 
quanto nas diversas aplicagoes dessa pesquisa (Capftu- 
los 15 e 16). 


Tecnicas basicas para identificagao, amplificagao 
e clonagem de genes 


As tecnicas de recombinagao do DNA, clonagem genica e 
amplificagao do DNA tornam possfvel para os cientistas 
isolar e caracterizar praticamente qualquer sequencia de 
DNA de qualquer organismo. 

O genoma haploide de um mamffero contem cerca de 3 
X 10 9 pares de nucleotidios. Se os exons combinados do 
gene medio tiverem 3.000 pares de nucleotidios (muitos 
sao maiores), a regiao codificadora do gene representara 
uma de um milhao dessas sequencias no genoma. Embo- 
ra a maior parte do DNA em genomas de mamfferos nao 
seja constitufda de genes, isolar um gene ainda e como 
procurar agulha em palheiro. A maioria das tecnicas usa- 
das na analise de genes e de outras sequencias de DNA 
requer que a sequencia esteja disponfvel em quantidade 
significativa na forma pura ou quase pura. Como e possf¬ 
vel identificar o segmento de uma molecula de DNA que 
tern apenas um gene e isolar quantidade suhciente dessa 
sequencia na forma pura para que seja possfvel fazer ana- 
lises moleculares de sua estrutura e fungao? 

O desenvolvimento de tecnologias de DNA recombi¬ 
nante e de clonagem genica muniu os geneticistas mo¬ 


leculares de metodos pelos quais genes ou outros seg- 
mentos de grandes cromossomos podem ser isolados, 
replicados e estudados por tecnicas de sequenciamento 
de acidos nucleicos, microscopia eletronica e outras tec¬ 
nicas analfticas. Na verdade, existem duas metodologias 
de amplificagao dos genes ou de outras sequencias de 
DNA — uma com amplificagao da sequencia in vivo e a 
outra, in vitm. A segunda metodologia so pode ser usada 
quando se conhecem sequencias nucleotfdicas curtas de 
cada lado da sequencia de DNA de interesse. 

Na primeira metodologia, um minicromossomo que 
tern o gene de interesse e produzido em tubo de ensaio 
e, depois, introduzido em uma celula hospedeira apro¬ 
priada. Esse procedimento de clonagem genica tem duas 
etapas essenciais: (1) incorporagao do gene de interesse 
em um pequeno cromossomo autorreplicante (in vitro) e 
(2) amplificagao do minicromossomo recombinante por 
sua replicagao em celula hospedeira apropriada (in vivo). 
A l a etapa e a uniao in vitro de duas ou mais moleculas 
diferentes de DNA para produzir moleculas de DNA recom- 
binantes, por exemplo, um gene humano inserido em um 
plasmidio de E. coli ou outro minicromossomo autorrepli¬ 
cante. A 2 A etapa e a clonagem genica propriamente dita, 
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na qual a molecula de DNA recombinante e replieada 
ou “clonada” para produzir muitas copias identicas para 
analise bioqufmica subsequente. Na 2- etapa, o minicro- 
mossomo recombinante e introduzido em celulas de E. 
colt, onde se replica e produz muitas copias da molecula 
de DNA recombinante. Em bora todo o procedimento ge- 
ralmente seja denominado tecnica de recombinapao de 
DNA ou de clonagem genica, esses termos referem-se, na 
verdade, a duas etapas diferentes do processo. 

Na segunda metodologia, filamentos curios de DNA 
comp le men tares as sequencias de DNA de cada lado do 
gene, ou da sequencia de DNA de interesse, sao sinteti- 
zados e usados para iniciar sua amplificapao in vitro por 
uma DNA polimerase especial (termoestavel). Esse pro¬ 
cedimento - denominado reapao em cadeia da polimera¬ 
se (PCR) - e uma tecnica de amplificapao genica podero- 
sfssima. Os produtos amplificados podem ser analisados 
e sequenciados e, se desejado, inseridos em vetores de 
clonagem e replicados in vivo para outros estudos. Com 
frequencia, a amplificapao de uma sequencia de DNA 
por PCR elimina a necessidade de clonar a sequencia 
por replicapao in vivo. Assim. de modo geral, os procedi- 
men los de amplificapao das sequencias de DNA por PCR 
substituiram os protocolos de amplificapao in vivo mais 
antigos. No entanto, so e possfvel usar a PCR quail do se 
conhecem as sequencias nucleotidicas que ladeiam o 
gene ou a sequencia de DNA de interesse. 

A DESCOBERTA DAS ENDONUCLEASES 
DE RESTRIPAO 

A capacidade de clonar e sequenciar praticamente qual- 
quer gene ou outra sequencia de DNA de interesse de 


ResoLva! 


Quantos fragmentos de restripao Not\ 
existem no DNA de chimpanze? 

O genoma do chimpanze [Pan troglodytes) tem aproximadamen- 
te o mesmo tamanho do genoma humano [Homo sapiens), mas 
o numero diploide de cromossomos em chimpanzes e 48, nao 
46 como em seres humanos. A determinapao do sexo em chim¬ 
panzes ocorre pelo mecanismo XX-XY assim como em seres hu¬ 
manos. Todos os chimpanzes tem 23 pares de autossomos; alem 
disso, as femeas tem dois cromossomos X e os machos tem um 
cromossomo X e um cromossomo Y. O genoma nuclear haploide 
do chimpanze contem 2.928.563.828 pares de nucleotidios. O 
genoma mitocondrial do chimpanze e constituido de uma mole¬ 
cula circular de DNA com 16.600 pares de nucleotidios. Caso se 
suponha que G, C, A e T estao presentes em quantidades iguais 
e distribuidas aleatoriamente no genoma nuclear e mitocondrial 
do chimpanze, quantos fragmentos de restripao seriam produ- 
zidos por clivagem do DNA total de um chimpanze macho por 
Not\, endonuclease de restripao que cliva uma sequencia especi- 
fica com oito pares de nucleotidios? 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogem.com.br. 


qualquer especie depende de uma classe especial de 
enzimas denominadas endonucleases de restripao (do ter- 
mo grego Sndon, que significa “dentro”; as endonucle¬ 
ases fazem cortes internos nas moleculas de DNA). 
Muitas endonucleases fazem cortes aleatorios no DNA, 
mas as endonucleases de restripao sao siLio-especi'ficas, 
e as enzimas de restripao tipo II so clivam as molecu¬ 
las de DNA em sequencias nucleotidicas especificas 
conhecidas como sitios de restripao. As enzimas de res¬ 
tripao tipo II clivam o DNA nesses sitios qualquer que 
seja a origem do DNA. Diferentes endonucleases de 
restripao sao produzidas por diferentes microrganis- 
mos e reconliecem diferentes sequencias nucleotfdi- 
cas no DNA (Tabela 14.1). O nome das endonucleases 
de restripao e constituido da primeira letra do gene- 
ro e das duas primeiras letras da especie que produz 
a enzima. Se uma enzima for produzida apenas por 
uma linhagem especffica, acrescenta-se ao nome uma 
letra que designa a linhagem. A primeira enzima de 
restripao identificada em uma linhagem bacteriana e 
designada I, a segunda, II, e assim por diante. Assim, 
a endonuclease de restripao £coRI e produzida pela li¬ 
nhagem RY13 de Escherichia coli Centenas de enzimas 
de restripao foram caracterizadas e purificadas; assim, 
existem endonucleases de restripao que clivam molecu¬ 
las de DNA em muitas sequencias de DNA diferentes. 
O site http://en.wikipedia.org/wiki/list_of_restriction_ 
enzyme_cutting_sites:_A#Whole_list_navigation apresenta 
uma exlensa lista de enzimas de restripao. 

As endonucleases de restripao foram descobertas em 
1970 por Hamilton Smith e Daniel Nathans. Eles di- 
vidiram o Premio Nobel em Fisioloma ou Medicina de 

o 

1986 com Werner Arber, o responsavel por uma pesquisa 
pioneira que levou a descoberta das enzimas de restripao. 
A funpao biologica das endonucleases de restripao e pro- 
teger o material genetico das bacterias contra a “invasao” 
por DNA estranhos, como as moleculas de DNA de outra 
especie ou DNA viral. Por esse motivo, as vezes as endo¬ 
nucleases de restripao sao chamadas de sistema imune 
dos procariotos. 

Todos os sitios de clivagem no DNA de um organis- 
mo tem de ser protegidos da clivagem pelas endonu¬ 
cleases de restripao do proprio organismo; caso con- 
trario, o organismo cometeria suicidio por degradapao 
do proprio DNA. Em muitos casos, essa protepao de 
sitios de clivagem endogenos e efetuada por metilapao 
de um ou mais nucleotidios em cada sequencia nucle- 
otidica reconhecida pela endonuclease de restripao do 
proprio organismo {Figura 14.1). A metilapao ocorre 
rapidamente apos a replicapao, catalisada por metila- 
ses sftio-especfficas produzidas pelo organismo. Cada 
endonuclease de restripao cliva uma molecula de DNA 
estranha em um numero fixo de fragmentos, que de¬ 
pende do numero de sitios de restripao na molecula 
de DNA especffica. Teste seu conhecimento sobre as 
endonucleases de restripao acompanhando a sepao Re- 
solva!: Quantos fragmentos de restripao Noll existem 
no DNA de chimpanze? 
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Sequencias de reconhedmento e sftios de clivagem de endonucleases de restrigao representativas. 

Enzima 

Origem 

Sequenda de reconhecimento a e sftios de clivagem b 

Tipos de 
extremidades 
produzidas 

fcoR! 

Linhagem RY13 de Escherichia coli 

1 Digestae por 

5'-GAA TTC -3' enzima de 5 '_q 5'-AATTC-3' 

3'-CTT*AAG -5' restrigao 3'-CTTAA-5' G-5' 

t 

5' Protuberante 

HincW 

Linhagem R c d e Haemophilus 
influenzae 

1 

5'-GTPy PuAC-3' 5'-GTPy-3' , 5'-PuAC -3' 

3'-CAPu’PyTG-5' ** 3'-CAPu-5' 3'-PyTG -5' 

T 

Cega 

HindWl 

Linhagem R d de Haemophilus 
influenzae 

i 

5'-AAG CTT-3' 5'-A 5'-AGCTT-3' 

3'-TTC*GAA-5' 3'-TTCCGA-5' A-5' 

t 

5' Protuberante 

HpaU 

Haemophilus parainfluenzae 

1 

5'-CC GG-3' 5'-C 5'-CGG-3' 

3'-GG*CC-5' 3'-GGC-5' C-5' 

t 

5' Protuberante 

Alu\ 

Arthrobacter luteus 

1 

5'-AG CT-3' 5'-AC-3' + 5'-CT-3' 

3'-TC*GA-5' 3'-TC-5' 3'-GA-5' 

t 

Cega 

Pst\ 

Providencia stuartii 

1 

5'-CTG CAG-3' 5'-CTGCA-3' G-3' 

3'-GAC*GTC-5' 3'-G 3'-ACGTC-5' 

t 

3' Protuberante 

C/al 

Caiyophanon latum 

1 

5'-ATC CAT-3' 5'-AT 5'-CGAT-3' 

3'-TAG'CTA-5' 3'-TAGC-5' TA-5' 

t 

5' Protuberante 

5acl 

Streptomyces achromogenes 

1 

5'-GAG CTC-3' „ 5'-GAGCT-3' C-3' 

3'-CTC"CAG-5' 3'-C + 3'-TCGAG-5' 

T 

3' Protuberante 

Not\ 

Nocardia otitidis 

J 

5'-GCCG CCGC-3' 5'-GC 5'-GGCCCC-3' 

3'-CGCC’GGCG-5 f ^ 3'-CGCCGG-5' CG-5' 

t 

5' Protuberante 


a O eixo de simetria da dfade em cada sequenda de reconhedmento palindromica e indicado pelo ponto vermelho; as sequencias de DNA sao iguais quando se 
le em sentidos opostos a partir desse ponto e se trocam os filamentos superior e inferior para corrigir as polaridades opostas. Pu indica a presenga de uma purina 
(adenina ou guanina) nessa posigao; Py indica a presenga de uma pirimidina (timina ou citosina). 

L 'A posigao de cada ligagao clivada e indicada por uma seta. Observe que em algumas endonucleases de restrigao os cortes sao em bisel (em posigoes diferentes 
nos dois filamentos complementares). 


Uma caracteristica interessante das endonucleases de 
restrigao e que elas geralmente reconhecem sequencias 
de DNA que sao palmdrornos — isto e, sequencias de pares 
de nucleotfdios que podem ser lidas indiferentemente da 
esquerda para direita ou vice-versa a partir de um eixo 
central de simetria, como a frase sem sentido 


AND MADAM DNA 

Alem disso, uma caracteristica util de muitas nuclea¬ 
ses de restrigao e a capacidade de fazer cortes em bisel; 
isto e, clivam os dois filamentos de uma dupla helice 
em diferentes pontos (Figura 14.1). (Outras endonucle¬ 
ases de restrigao cortam os dois filamentos no mesmo 
lugar e produzem fragmentos de extremidade cega.) 
Tendo em vista a natureza palindromica dos sftios de 
restrigao, os cortes em bisel produzem segmentos de 
DNA com extremidades unifilamentares complemen¬ 


tares. Por exemplo, a clivagem de uma molecula de 
DNA do seguinte tipo: 




GAATTC GAATTC 

CTTAAG CTTAAG 


3 1 V 


com a endonuclease de restrigao EcoRI produz 
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Como todos os fragmentos de DNA produzidos tern 
terminagoes unifilamentares complementares, eles se 
unem uns aos outros por ligagoes de hidrogenio e podem 
ser reunidos em condigoes apropriadas de renaturagao 
pelo uso da enzima DNA ligase para reconstituir as ligagoes 
fosfodiester faltantes em cada filamento (ver Capitulo 10). 
Assim, as moleculas de DNA podem ser cortadas em pedagos, 
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Clivagem de DNA sequencia-especifica por EcoR! e protecao contra clivagem por metilacao 


DNA 

G A A T TC 

I I 




EcoR! metilase 


GA A T TC 

l i I 


i t I 

C T T A A G Sequencia de 

reconhecimento 
de EcoR! 



! I I 

CTT A AG 




0 A enzima liga-se 
a sequencia de 
reconhecimento. 


t 



i i 

CT T A A 


Endonuclease 

EcoR! 



Sequencia de 
reconhecimento metilada 







Ligacao da enzima bloqueada 
por grupos metila. 


t 



3' 



G A A T TC 

1 



i t i 

C TT A AG 




Endonuclease 

EcoR! 


DNA 


B. Estrutura de um complexo EcoRI-DNA de acordo com 
dados de difracao por raios X. 


■ FIGURA 14.1 O sistema de restrigao-modificagao EcoRI. A. Clivagem da sequencia de reconhecimento de EcoRI pela endonuclease de restri- 
gao EcoRI e protegao da sequencia de reconhecimento contra clivagem por metilagao cataiisada pela EcoRI metilase. B. Diagrama da estrutura 
do complexo EcoRI-DNA de acordo com dados de difragao por raios X. As duas subunidades da EcoRI endonuclease sao apresentadas em 
vermelho e azul. 
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conhecidos como fragmentos de restrigao, e os pedagos po- 
dem ser reunidos pela DNA ligase, quase livremente. 

PRODUCAO IN VITRO DE MOLECULAS 
DE DNA RECOMBINANTES 

A endonuclease de restrigao catalisa a clivagem de uma 
sequencia especffica de pares de nucleotfdios seja qual 
for a origem do DNA. Ela cliva DNA de fago, de E. colt, 
do milho, humano ou qualquer outro DNA, desde que 
ele contenha a sequencia nucleotidica reconhecida por 
ela. Assim, a endonuclease de restrigao EcoRl produz 
fragmentos com as mesmas extremidades unifilamenta- 
res complementares, 5'-AATT-3', seja qual for a origem 
do DNA, e dois fragmentos de EcoRl podem ser unidos 
por ligagao covalente qualquer que seja sua origem; isto 
e, um fragmento EcoRl de DNA humano pode se unir a 
um fragmento de EcoRl do DNA de E. coli tao facilmente 
quanto podem se unir dois fragmentos de EcoRl do DNA 
de E. coli ou dois fragmentos de EcoRl de DNA humano. 


Uma molecula de DNA do tipo mostrado na Figura 14.2, 
contendo fragmentos de DNA de duas origens diferen- 
tes, e denominada molecula de DNA recombinante. A 
capacidade dos geneticistas de construirem livremente 
essas moleculas de DNA recombinante e a base da tecno- 
logia de DNA recombinante que revolucionou a biologia 
molecular nas tres ultimas decadas. 

As primeiras moleculas de DNA recombinante foram 
produzidas no laboratorio de Paul Berg, na Stanford 
University, em 1972. A equipe de pesquisa de Berg cons- 
truiu moleculas de DNA recombinante que continham 
genes de fago lambda inseridos na pequena molecula 
de DNA circular do virus simio 40 (SV40). Em 1980, 
Berg foi um dos laureados com o Premio Nobel de Quf- 
mica por esse feito. Pouco depois, Stanley Cohen e cole- 
gas, tambem em Stanford, inseriram um fragmento de 
restrigao EcoRl de uma molecula de DNA no sitio de 
restrigao especifico de EcoRl, clivado, de um plasmidio 
autorreplicante. Quando esse plasmidio recombinante 
foi introduzido em celulas de E. coli por transformagao, 
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■ FIGURA 14.2 Construgao de moleculas de DNA recombinantes in vitro. Moleculas de DNA isoladas de duas especies diferentes sao clivadas 
por uma enzima de restrigao, misturadas em condigoes de anelamento e unidas por ligagao covalente mediante tratamento com DNA ligase. As 
moleculas de DNA podem ser retiradas de qualquer especie - animat, vegetal ou microbiana. A digestao do DNA pela enzima de restrigao EcoRl 
produz as mesmas extremidades 5'-AATT-3' unifilamentares complementares qualquer que seja a origem do DNA. 
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apresentou replicagao autonoma, exatamente igual ao 
plasmidio original. 

AMPLIFICACAO DE MOLECULAS 
DE DNA RECOMBINANTES EM 
VETORES DE CLONACEM 

As varias aplicagoes das tecnicas de DNA recombinante 
exigem nao so a construgao das moleculas de DNA re¬ 
combinante, como mostra a Figura 14.2, mas tambem a 
amplificagao dessas moleculas recombinantes; isto e, a pro- 
dugao de muitas copias ou clones dessas moleculas. Isso e 
obtido garantindo-se que um dos DNA parentais incor- 
porados a molecula de DNA recombinante seja capaz de 
autorreplicagao. Na pratica, o gene ou a sequencia de 
DNA de interesse e inserido em um vetor de clonagem 
especialmente escolhido. A maioria dos vetores de clona¬ 
gem usados habitualmente e derivada de cromossomos 
de plasmidios ou bacteriofagos (Capitulo 8). 

O vetor de clonagem tern tres componentes essen- 
ciais: (1) uma origem de replicagao, (2) um gene marcador 
selecionavel dominante, geralmente um gene que confere 
resistencia a farmacos a celula hospedeira e (3) pelo me- 
nos um sitio de clivagem unico para endonuclease de restrigao — 
um sitio de clivagem presente so uma vez em uma regiao 
do vetor que nao interfere nem na origem de replicagao 
nem no gene marcador selecionavel (Figura 14.3). Os ve¬ 
tores de clonagem modernos contem um grupo de sitios 
de restrigao especificos denominados poly linker ou sftio de 
clonagem muItipla (Figura 14.3). 


Muitos vetores de clonagem sao versoes modificadas 
de plasmidios, as moleculas de DNA circulares bifilamen- 
tares extracromossomicos presentes em bacterias (Capi¬ 
tulo 8). O tamanho dos plasmidios varia de aproximada- 
mente 1 kb (1 quilobase = 1.000 pares de bases) a mais 
de 200 kb, e muitos tern replicagao autonoma. Muitos 
plasmidios tambem tern genes de resistencia a antibio- 
ticos, que sao marcadores selecionaveis ideais. 

Um fator limitante no uso de vetores plasmidiais e 
que eles so aceitam insertos relativamente pequenos de 
DNA estranho — tamanho maximo de 10 a 15 kb. Por- 
tanto, os cientistas pesquisaram vetores que pudessem se 
replicar mesmo na presenga de insertos muito grandes. 
Alguns desses vetores sao listados na Tabela 14.2, com os 
tamanhos maximos de insertos que aceitariam. Os veto¬ 
res de fago lambda foram muito usados durante varios 
anos; entao se construiram vetores mais softs ticados pela 
combinagao de componentes de virus e plasmidios. Os 
fagomfdios combinam componentes de fago como M13 e 
partes de plasmidios. Os cosmfdios contem as extremida- 
des coesivas (sitios cos) de lambda (ver Figura 10.8) em 
plasmidios. Os cromossomos artificials de levedura (YAC) sao 
minicromossomos lineares que contem apenas as partes 
essenciais dos cromossomos de levedura — origem de re¬ 
plicagao, centromero e telomeros — com um marcador 
selecionavel e um sitio de clonagem multipla. Os cromos¬ 
somos artificials bacterianos (BAC) e os cromossomos artificials 
PI (PAC) combinam multiplos sitios de clonagem e genes 
marcadores selecionaveis com os componentes essenciais 
de fatores de f'ertilidade (F) bacterianos e cromossomos 
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5' -GGTACC6GGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCG6GGGATCCACTAGTTCTAGAGCG6CCGCCACC6C66TGGA6CTC-3 1 

3‘ -CCATGGCCCGGGGGGGAGCTCCAGCTGCCATAGCTATTCGAACTATAGCTTAAGGACGTCG6GCCCCCTA6GTGATCAAGATCTCGCC6GCGGTG6CGCCACCTC6AG-5 1 
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■ FIGURA 14.3 O vetor de clonagem ptasmidial Bluescript II contem (1) uma origem de replicagao do plasmidio que controla a sfntese de DNA 
bifilamentar, (2) uma origem de replicagao do fago fl que controla a sfntese de DNA unifilamentar, (3) um gene de resistencia a ampicitina 
(i amp r ) que atua como marcador selecionavel dominante, (4) o promotor para os genes /ace o segmento proximal promotor (Z‘) do gene lacZ , e 
(5) u m polylinker ou sftio de clonagem multipla (MCS) que contem um aglomerado de sftios de clivagem de restrigao especffica (sao mostrados 
18). O MCS esta localizado no segmento do gene /acZ'; portanto, a insergao de DNA estranho no MCS perturba a fungao de LacZ’. Os desig- 
nadores e as chaves que mostram as localizagoes das sequences de reconhecimento para as enzimas de restrigao estao acima da sequencia de 
DNA do MCS. Os sftios de clivagem sao indicados porsetas vermelhas, excetoAccI e HincW, indicados porsetas azuise verdes, respectivamente. 
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Tabela 14.2 

Vetores de clonagem selecionados e tamanhos 
maximos do inserto. 

Vetor 

Tamanho maximo 
do inserto 

Plasmidios 

15 kb 

Fagomfdios 

15 kb 

Fago lambda 

23 kb 

Cosmidios 

44 kb 

Cromossomos artificials bacterianos (BAC) 

300 kb 

Cromossomos artificials do fago PI (PAC) 

300 kb 

Cromossomos artificials de levedura (VAC) 

600 kb 


de fago PI, respectivamente. YAC, BAG e PAC aceitam 
insertos muito maiores de DNA estranho que os vetores 
de clonagem plasmidiais e fagos lambda (Tabela 14.2). 

O Bluescript (Figura 14.3) e um vetor fagomfdio com 
um sftio de clonagem multipla (MCS) que contem mui- 
tos sftios de clivagem especfficos para enzimas de res- 
trigao, duas origens de replicagao distintas e um bom 
marcador selecionavel - um gene que torna a bacteria 
hospedeira resistente a ampicilina. O MCS esta locali- 
zado na porgao 5' da regiao codificadora do gene lacZ, 
que codifica a fl-galactosidase, a enzima catalisadora da 
primeira etapa do catabolismo da lactose (Capftulo 18). 
Quando o DNA estranho e inserido em um dos sftios de 
restrigao no MCS, interfere na fungao do produto de lacZ 
codificado por plasm fdio. Essa inativagao do segmento 
amino terminal da p-galactosidase constitui um bom teste 
visual para determinar se o plasmfdio Bluescript em uma 
celula contem ou nao um inserto de DNA estranho. 

A base desse teste visual e que a presenga de p-ga- 
lactosidase nas celulas pode ser monitorada por sua 
capacidade de clivar o substrato 5-bromo-4-cloro-3-in- 
dolil-p-D-galactosfdio (geralmente chamado X-gal) em 
galactose e 5-bromo-4-cloroindigo. O X-gal e incolor; o 
5-bromo-4-cloroindigo e azul. Assim, celulas que contem 
p-galactosidase ativa produzem colonias azuis em meio 
de agar contendo X-gal, enquanto as celulas sem ativi- 
dade de p-galactosidase produzem colonias brancas em 
placas de X-gal (Figura 14.4). 

A base molecular da atividade de (f-galactosidase que 
possibilita o teste indicador de cor para veto res Blue¬ 
script e um pouco mais complexa. O gene lacZ de E. coli 
tern 3 kb, e a insergao de todo o gene no plasmfdio tor- 
naria o vetor maior que o desejado. O vetor Bluescript 
contem apenas uma pequena parte do gene lacZ. Esse 
segmento do gene lacZ! codifica apenas a porgao amino- 
terminal da p-galactosidase. No entanto, a presenga de 
uma copia ativa do segmento do gene lacZ! pode ser de- 
tectada por causa de um tipo especffico de complemen- 
tagao. Quando ha uma copia ativa do segmento do gene 
lacZ' no plasmfdio Bluescript em uma celula que contem 
determinado alelo mutante de lacZ no cromossomo ou 
em um plasmfdio F', as duas sequencias defeituosas de 



■ FIGURA 14.4 Fotografia que ilustra o uso de X-gal para identificar 
colonias de E. coli que contem (azul) ou nao (branco) atividade de 
p-galactosidase. Nesse caso, as celulas das colonias brancas abrigam 
plasmidios Bluescript com fragmentos de DNA estranhos inseridos no 
sftio de clonagem multipla, e as celulas das colonias azuis contem 
plasmidios Bluescript sem inserto. 


lacZ produzem polipeptfdios que juntos tem atividade de 
p-galactosidase. O alelo mutante, designado lacZ AM75, 
sintetiza uma protefna Lac que nao tem os aminoacidos 
11 a 14 da terminagao amino. A ausencia desses aminoa¬ 
cidos impede a interagao de polipeptfdios mutantes para 
produzir a forma tetramerica ativa da enzima. 

A presenga do fragmento aminoterminal (os primei- 
ros 147 aminoacidos) do polipeptfdio lacZ codiiicado 
pelo fragmento do gene lacZ! em plasmidios Bluescript 
facilita a formagao do tetramero pelos polipeptfdios com 
delegao AM15. Isso produz (f-galactosidase ativa, que pos¬ 
sibilita o uso do teste de cor X-gal sem inserir todo o gene 
lacZ no vetor pBluescript. 

CLONAGEM DE GRANDES GENES E 
SEGMENTOS DE GENOMAS EM BAC t 
PAC E YAC 

Alguns genes eucarioticos sao muito grandes. Por exem- 
plo, o gene para distrofma humana (uma protefna que 
liga os filamentos as membranas nas celulas musculares) 
tem mais de 2.000 kb de comprimento. A pesquisa sobre 
grandes genes e cromossomos e muito mais facil quan¬ 
do se usam vetores que aceitam grandes insertos de 
DNA estranho, a saber, BAC, PAC e YAC (Tabela 14.2). 
Esses vetores aceitam insertos de 300 a 600 kb. Os BAC 
e PAC sao menos complexos e e mais facil construf-los 
e trabalhar com eles que com YAC. Alem disso, BAC e 
PAC replicam-se em E. coli como vetores plasmidiais. 
Assim, os vetores de BAC e PAC substitufram em gran¬ 
de medida os vetores de YAC nos estudos de grandes 
genes e genomas, como os de mamfferos e de angios- 
permas. 
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Constrmram-se vetores de PAG que possibilitam sele¬ 
gao negativa contra vetores sem insertos de DNA estra- 
nhos. Esses vetores de PAG contem o gene sacB de Bacillus 
subtilis. Esse gene codifica a enzima levana sacarase, cata- 
lisadora da transferencia de grupos frutose para varios 
carboidratos. A presenga dessa enzima e letal para celulas 
de E. coli cultivadas em meio contendo 5% de sacarose. A 
inativagao do gene sacB pela insergao de DNA estranho 
em um sitio de restrigao BamHI no gene pode ser usada 
para selecionar vetores contendo insertos. As celulas que 
contem vetores com insertos crescem em meio conten¬ 
do 5% de sacarose; as celulas com vetores sem insertos 
nao crescem nesse meio. As celulas que contem vetores 
sem insertos sao lisadas durante a primeira hora de cres- 
cimento na presenga de sacarose a 5%. Logo, todas as 
celulas sobreviventes contem vetores com insertos no 
gene sacB - insertos que extinguem a atividade da levana 
sacarase. 

Os vetores PAG e BAG foram modificados para produ- 
zir vetores shuttle ou de transference que se replicam tanto em 
E. coli quanto em celulas de mamiferos. A Figura 14,5 mos- 
tra a estrutura desses vetores. Esse vetor bifuncional, 
pJGPAC-Maml, contem o gene sacB, que torna possivel 
a selegao positiva de celulas que contem vetores com in¬ 
sertos, mais a origem de replicagao ( oriF) e o gene codifi- 
cador do antigeno nuclear 1 do virus Epstein-Barr, o que 
facilita a replicagao do vetor em celulas de mamiferos. 
Alem disso, o gene pwf (resistencia a puromicina) foi 
acrescentado de modo que as celulas de mamiferos que 
contem o vetor possam ser selecionadas em meio conten¬ 
do o antibiotico puromicina. Tambem foram construidos 
vetores shutde semelhantes para BAC. 


AMPLIFICACAO DAS SEQUENCIAS DE 
DNA PELA REACAO EM CADEIA DA 
POLIMERASE (PCR) 

Hoje temos as sequencias nucleotidicas completas ou 
quase completas de muitos ge nomas, inclusive do ge- 
noma humano. A disponibilidade dessas sequencias no 
Genbank e em outros banc os de dados possibilita que 
os pesquisadores isolem genes ou outras sequencias de 
DNA de interesse sem usar vetores de clonagem ou ce¬ 
lulas hospedeiras. A amplificagao da sequencia de DNA 
e realizada totalmente in vitro , e a sequencia pode ser 
amplificada um milhao de vezes ou mais em apenas al- 
gumas horas. O uso desse procedimento requer apenas 
o conhecimento de sequencias nucleotidicas curtas que 
flanqueiam a sequencia de interesse. Essa amplificagao 
in vitro de genes e outras sequencias de DNA e efetuada 
pela reagao em cadeia da poLimerase (geralmente denomina- 
da PCR). A PGR abrange oligonucleotidios sinteticos com- 
plementares a sequencias conhecidas que flanqueiam 
a sequencia de interesse para amplificagao enzimatica 
principal do segmento interposto de DNA no tubo de 
ensaio. O procedimento de PCR para amplificagao das 
sequencias de DNA foi desenvolvido por Kary Mullis, que 
ganhou o Premio Nobel de Quimica em 1993 por esse 
trabalho. 

A PGR tern tres etapas, cada uma delas repetida mui- 
tas vezes (Figura 14.6). Na l tl etapa, o DNA genomico que 
contem a sequencia a ser amplificada e desnaturado por 
aquecimento a temperatura de 92 D C a 95°C por cerca de 
15 segundos. Na 2 il etapa, o DNA desnaturado e anela- 
do na presenga de excesso dos iniciadores oligonucleo- 
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■ FIGURA 14.5 Estrutura do vetor shuttle ou de transferenda de PAC pJCPAC-Maml de mamiferos. O vetor pode replicar-se em E. cod ou em 
celulas de mamiferos. Pode replicar-se em E. coii com baixo numero de cdpias sob o controle da unidade de replicagao do plasmidio de bacterio- 
fago PI ou ser amplificado pela indugao da unidade de replicagao litica do fago PI (sob controle do promotor indutfvel/ac; vero Capftuto 18). 
Pode replicar-se em celulas de mamiferos usando a origem de replicagao ( oriP ) e o antigeno nuclear 1 do virus Epstein-Barr. Os genes kan'epuP 
suprem marcadores selecionaveis dominantes para uso em E. coli e celulas de mamiferos, respectivamente. O gene sacB (derivado do Bacillus 
subtilis) e usado para selegao negativa contra vetores sem insertos de DNA (ver detalhes no texto). BamHI e Not\ sao sftios de ctivagem para 
essas duas endonucleases de restrigao. 
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Repeticao dos ciclos 
das etapas 1 a 3 


3 ciclos-8 moleculas 

I 

4 ciclos—16 moleculas 

I 

5 ciclos—32 moleculas 

\ 

10 ciclos-1.024 moleculas 


Y 

* 30 ciclos—1.073.741.766 moleculas 

■ FICURA 14.6 Uso da PCR para amplificar as moleculas de DNA in vitro. Cada cido de amplificagao tem tres etapas: (1) desnaturagao do DNA 
genomico analisado, (2) anelamento do DNA desnaturado com iniciadores oligonucleotidicos sintetizados quimicamente com sequences com- 
plementares aos sftios em tados opostos da regiao de DNA de interesse, e (3) replicagao enzimatica da regiao de interesse por Taq polimerase. 
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tfdicos sinteticos mediante incubagao de ambos a 50°C a 
60°C por 30 segundos. A temperatura ideal de anelamen- 
to depende da composigao de bases do iniciador. Na 3 a 
etapa, a DNA polimerase e usada para replicar o segmen- 
to de DNA entre os sftios complementares aos iniciado- 
res oligonucleotidicos. O iniciador oferece a 3'-OH livre 
necessaria para extensao covalente, e o DNA genomico 
desnaturado desempenha a fungao de molde necessaria 
(Capftulo 10). A polimerizagao geralmente e realizada 
de 70°C a 72°C durante 1,5 min. Os produtos do primei- 
ro ciclo de replicagao sao desnaturados, anelados era ini- 
ciadores oligonucleotidicos e replicados novamente com 
a DNA polimerase. O procedimento e repetido muitas 
vezes ate que seja alcangado o nfvel desejado de amplifi¬ 
cagao. Observe que a amplificagao egeometrica. Uma dupla 
helice de DNA produz 2 duplas helices depois de um ci¬ 
clo de replicagao, 4 depois de dois ciclos, 8 depois de tres 
ciclos, 16 depois de quatro ciclos, 1.024 depois de dez 
ciclos, e assim por diante. Depois de 30 ciclos de amplifi¬ 
cagao, havera mais de um bilhao de copias da sequencia 
de DNA. 

A princfpio, a PCR usava como replicase a DNA 
polimerase I de E. coli. Como essa enzima e inativada 
pelo calor durante a etapa de desnaturagao, era preciso 
acrescentar mais enzima na 3 a etapa de cada ciclo. A 
descoberta da DNA polimerase termoestavel na bacte¬ 
ria termofflica Thermus aquaticus significou um grande 
avango na amplificagao do DNA por PCR. Essa polime¬ 
rase, conhecida como Taq polimerase (polimerase de T. 
aquaticus) . conserva a atividade durante a etapa de des¬ 
naturagao por calor. Desse modo, nao e preciso acres¬ 
centar polimerase depois de cada ciclo de desnatura¬ 
gao. Em vez disso, pode-se acrescentar Taq polimerase 
e iniciadores oligonucleotidicos em excesso no infcio 
do processo de PCR, e os ciclos de amplificagao podem 
ser realizados por alteragoes sequenciais da tempera¬ 
tura. Maquinas de PCR ou termocicladores modificam 
a temperatura automaticamente e comportam grande 
quantidade de amostras, o que torna relativamente sim¬ 
ples a amplificagao por PCR de sequencias de DNA es- 


Uma desvantagem da PCR e a introdugao de erros nas 
copias de DNA amplificadas em frequencia baixa, mas 
significativa. Ao contrario da maioria das DNA polimera- 
ses, a Taq polimerase nao tern atividade intrmseca de re- 
visao 3' —» 5' e, por isso, acarreta uma frequencia maior 
que a normal de erros de replicagao. Um nucleotidio 
errado incorporado no infcio do ciclo de PCR e amplifi- 
cado como qualquer outro nucleotidio na sequencia de 
DNA. Quando ha necessidade de alta fidelidade, empre- 
gam-se PCR polimerases termoestaveis — como Pfu (de 
Pyrococcus furiosus) ou Tli (de Thermococcus Utoralis) — do- 
tadas de atividade de revisao 3' —> 5'. Outra desvantagem 
da Taq polimerase e aineficiencia na amplificagao de lon- 
gos trechos de DNA — mais de alguns mil hares de pares 
de nucleotfdios. Quando e necessario amplificar longos 
segmentos de DNA, substitui-se a Taq polimerase por Tfl 
polimerase de Thermus flavus, que e mais processiva. A Tfl 
polimerase amplifica fragmentos de DNA com ate 35 kb 
de comprimento aproximado. A PCR nao amplifica com 
eficiencia fragmentos maiores que 35 kb. 

As tecnologias de PCR sao atalhos para muitas apli- 
cagoes que necessitam de grande quantidade de uma 
sequencia de DNA especffica. Esses procedimentos 
permitem que os cientistas obtenham dados estruturais 
definitivos sobre genes e sequencias de DNA quando a 
quantidade de DNA e muito pequena. Uma aplicagao 
importante e no diagnostico de doengas humanas he- 
reditarias, sobretudo em casos de diagnostico pre-natal, 
nos quais a quantidade de DNA fetal dispomvel e limita- 
da. Uma segunda aplicagao importante ocorre em casos 
forenses de identificagao de pessoas pelo DNA isolado 
de amostras muito pequenas de tecido. Poucos criterios 
oferecem dados mais definitivos sobre a identidade que 
as sequencias de DNA. Gragas a amplificagao por PCR, e 
possfvel identificar as sequencias de DNA em diminutas 
quanddades de DNA isoladas de algumas gotas de san- 
gue, semen ou ate mesmo fios de cabelo humanos. As¬ 
sim, a analise do perfll deDNA (andlise da impressao digital de 
DNA) tern papel importante nos casos jurfdicos em que 
ha duvida sobre a identidade de uma pessoa. O Capftu¬ 
lo 16 apresenta algumas aplicagoes da PCR. 


PONTOS ESSENCIAIS * A descoberta das endonucleases de restrigao — enzimas que reconhecem e clivam o DNA 

em sequencias especificas — possibilitou que os cientistas produzissem moleculas de DNA 
recombinantes in vitro 

• Sequencias de DNA podem ser inseridas em vetores de donagem - pequenas moleculas de DNA 
que se autorreplicam — e amplificadas por replicagao in vivo depois de introduzidas em celulas 
vivas pelo metodo de transformacao 

• A reagao em cadeia da polimerase (PCR) pode ser usada para amplificar sequencias especificas 
de DNA in vitro. 


Construgao e rastreamento das bibliotecas de DNA _ 

£ possfvel criar bibliotecas de DNA e procurar genes e o primeiro passo da clonagem de um gene de um or- 
OUtras sequencias de interesse. ganismo geralmente e a construgao de uma biblioteca de 




378 Fundamentos de Genetica 


DNA genomico, um conjunto de clones de DNA que con- 
tern todo o genoma. As vezes, cromossomos de um orga- 
nismo sao isolados por um procedimento que classifica 
os cromossomos de acordo com o tamanho e o conteu- 
do de DNA. Entao, o DNA dos cromossomos isolados e 
usado para criar bibliotecas de DNA para cromossomos 
especificos. A existencia de bibliotecas de DNA para 
cromossomos especificos facilita a pesquisa de um gene 
sabidamente localizado em determinado cromossomo, 
principalmente no caso de organismos como os seres 
human os, com grandes genomas. Uma vez criadas, as bi¬ 
bliotecas sao amplificadas por replicagao e usadas para 
identificar genes ou sequencias de DNA de inter esse do 
pesquisador. 

Um metodo alternativo a clonagem genica restringe 
a pesquisa de um gene as sequencias de DNA transcritas 
em copias de mRNA. Os retrovirus de RNA (Capitulo 17) 
codificam a transcriptase reversa, enzima catalisadora da 
sfntese de moleculas de DNA complementares a moldes 
de RNA unifilamentares. Essas moleculas de DNA sao 


denominadas DNA complementares (cDNA). Podem ser con- 
vertidas em moleculas de cDNA bifilamentares por DNA 
polimerases (Capitulo 10), e o cDNA bililamentar pode 
ser clonado em veto res plasmidiais. A partir do mRNA, 
os geneticistas sao capazes de construir bibliotecas de cDNA 
que contem apenas as regioes codificadoras dos genes 
expressos de um organismo. 

CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS 
CENOMICAS 

As bibliotecas de DNA genomico geralmente sao prepa- 
radas por isolamento de todo o DNA de um organismo, 
digestao do DNA por endonuclease de restrigao e inser- 
gao dos Iragmentos de restrigao em vetor de clonagem 
apropriado. Se a enzima de restrigao usada fizer cortes 
em bisel no DNA, com a criagao de extremidades unifi¬ 
lamentares complementares, os iragmentos de restrigao 
podem ser ligados dire tame nte dentro de moleculas de 
DNA de veto res cortadas pela mesma enzima (Figure 14.7) . 



Isolamento de DNA de piasmidio Bluescript II de E. coli e DNA genomico de camundongo. 


Plasmidio 

Bluescript II de E. coli 


DNA de camundongo 


Gene que 
confere 
resistencia 
a ampicilina 



Gene para p-globina 


c tt aag 


!**Ttc 


C T Ta 


^ G 


c % 




Clivagem do DNA do plasmidio e do 
camundongo pela endonuclease de restricao EcoRI. 



c 

G G 

c r r aa 



Mistura de DNA do plasmidio e do 
camundongo em condicoes de anelamento 
e tratamento com DNA ligase. 


amp r 



DNA recombinante contendo fragmento 
de restricao EcoRI de camundongo inserido 
em DNA de plasmidio de E. coli autorreplicante. 


Por exemplo, gene codificador 
da cadeia de p-globina. 


FIGURA 14.7 Procedimento usado para clonagem de fragmentos de restrigao de DNA com extremidades unifilamentares complementares. 
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Quando se usa esse procedimento, e possfvel excisar os 
insertos de DNA estranhos do DNA vetor por clivagem 
pela mesma endonuclease de restrigao usada para pre- 
parar os fragmentos de DNA genomico para clonagem. 

Depois da ligagao dos fragmentos de DNA genomico 
ao DNA vetor, e precis o introduzir as moleculas de DNA 
recombinante nas celulas hospedeiras para amplificagao 
por replicagao in vivo. Essa etapa geralmente requer a 
transformagao de celulas receptoras sensfveis a antibio- 
ticos em condigoes em que ha introdugao de uma unica 
molecula de DNA recombinante por celula (na maioria 
das celulas) (Capftulo 8). Quando se usa E. coli, e preci- 
so primeiro tornar as bacterias permeaveis ao DNA por 
tratamento com subs tan cias qufmicas ou um breve pul- 
so de eletricidade. Em seguida, selecionam-se as celulas 
transformadas por cultura em condigoes em que o gene 
marcador selecionavel do vetor seja essencial para o cres- 
cimento. 

Uma boa biblioteca de DNA genomico contem prati- 
camente todas as sequencias de DNA do genoma de in- 
teresse. No caso de grand es genomas, as bibliotecas com- 
pletas contem centenas de milhares de diferentes clones 
recombinantes. 


CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS DE cDNA 

A maioria das sequencias de DNA existentes nos grandes 
genomas de animais e vegetais superiores nao codifica 
protefnas. Assim, e mais facil identificar as sequencias de 
DNA expressas empregando bibliotecas de DNA com¬ 
plementer (cDNA). Como a maioria das moleculas de 
mRNA contem caudas poli(A) 3', podem-se usar oligo¬ 
mer os poli(T) para iniciar a sfntese de filamentos comple- 
mentares de DNA por transcriptase reversa (Figura 14.8). 


mRNA 


Duplex 
de cDNA- 
mRNA 


AG AU C G C U AG UCCG U G ^ A ACGjGA GCUA^ A A AA A 


Oiigo(dT)n 


t 


TTTTTTTT 

A GA UC G C UAG UC CG U GCAA ^G GAGO UA A AA A A AA 


dXTPs 


Transcriptase reversa 


t 


TcTa GcTaTc A G a A 7 cTT G C C T C 
AGAUCGCUAGUCCGUGCAACGGAGCUAAAAAAAA 


S/ntese simultanea do 
segundo f/lamenfo 

1. RNase H 

2. DNA polimerase I 

3. DNA ligase 


t 


cDNA 

bifilamentar 


TCTAGCGATCAGGCACGTTGCCTCGATTTTTTTT 
AGAT C G ^AGTC C G ^ G C A A C G G A GC^T AAA A A AAA 


■ FIGURA 14.f Sintese de cDNA bifilamentar a partir de moleculas 
de mRNA. 


Entao, os duplex de RNA-DNA sao convertidos em mo¬ 
leculas de DNA bifilamentares pelas agoes combinadas 
da ribonuclease H, DNA polimerase I e DNA ligase. A 
ribonuclease H degrada o filamento-molde de RNA, e os 
fragmentos de RNA curtos produzidos durante a degra- 
dagao atuam como iniciadores para a sintese de DNA. A 
DNA polimerase I catalisa a sintese do segundo filamento 
de DNA e substitui iniciadores de RNA por filamentos de 
DNA, e a DNA ligase fecha as quebras unifilamentares re- 
manescentes nas moleculas de DNA bifilamentares. Esses 
cDNA bifilamentares podem ser inseridos em vetores de 
clonagem plasmidios ou fago X pelo acrescimo de caudas 
unifilamentares complementares ao cDNA e aos vetores. 


RASTREAMENTO DE BIBLIOTECAS 
DE DNA PARA IDENTIFICAR 
GENES DE INTERESSE 

Os genomas de vegetais e animais superiores sao muito 
grandes. Por exemplo, o genoma humano contem 3 X 
10 9 pares de nucleotidios. Desse modo, a pesquisa de um 
gene especifico ou de outra sequencia de DNA de inte- 
resse em bibliotecas de DNA genomico ou de cDNA de 
eucariotos multicelulares requer a identificagao de uma 
sequencia de DNA em uma biblioteca que contem um 
milhao de sequencias diferentes ou mais. O melhor me- 
todo de rastreamento e a selegao genedca: a pesquisa na 
biblioteca de uma sequencia de DNA capaz de restaurar 
o fenotipo selvagem em um organismo mutante. Quando 
nao e possivel usar a selegao genetica, e preciso empre- 
gar pesquisas moleculares mais trabalhosas. A pesquisa 
molecular geralmente requer o uso de sequencias de 
DNA ou RNA como sondas de hibridizagao ou o uso de 
anticorpos para identificar produtos genicos codificados 
por clones de cDNA. 

Selegao genetica 

O metodo mais simples para identificar um clone de in- 
teresse e a selegao genetica. Por exemplo, o gene de Sal¬ 
monella typhimurium que confere resistencia a penicilina 
pode ser clonado com facilidade. Constroi-se uma biblio¬ 
teca ge nomica a partir do DNA de uma linhagem pen r 
de S. typhimurium. Celulas de E. coli sensfveis a penicilina 
sao transformadas com os clones de DNA recombinantes 
na biblioteca e plaqueadas em meio contendo penicilina. 
Somente as celulas transformadas com o gene pen r cres- 
cem na presenga de penicilina. 

Quando existem mutagoes do gene de in ter esse, a se¬ 
legao genetica pode ser baseada na capacidade do alelo 
selvagem de um gene restaurar o fenotipo normal em 
um organismo mutante. Embora esse tipo de selegao seja 
conhecido como rastreamento por complementagao, na ver- 
dade depende da dominancia de alelos selvagens sobre 
alelos mutantes que codificam produtos inativos. Por 
exemplo, os genes de S. cerevisiae que codificam enzimas 
responsaveis pela biossfntese de histidina foram clonados 
por transformagao de E. coli auxotrofica para histidina 
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com clones de cDNA de levedura, seguida por selegao 
das celulas txansformadas que crescem em meio sem his- 
tidina. Na verdade, muitos genes de vegetais e animais fo- 
ram identificados por sua capacidade de complementar 
mutagoes em E. coli ou leveduras. 

O rastreamento por complementagao tern limitagoes. 
Os genes eucarioticos contem nitrons, que tern de ser 
excisados dos transcritos genicos antes de sua tradugao. 
Como as celulas de E. coli nao Lem o mecanismo neces- 
sario para excisar nitrons de genes eucarioticos, o ras¬ 
treamento por complementagao de clones eucarioticos 
em E. coli e restrito aos cDNA, dos quais as sequencias 
de nitrous ja foram excisadas. Alem disso, o metodo de 
rastreamento por complementagao depende da correta 
transcrigao do gene clonado no novo hospedeiro. Os eu- 
cariotos tern sinais reguladores da expressao genica que 
sao diferentes dos existentes em procariotos; portanto, 
e mais provavel que o metodo de complementagao seja 
eficaz com genes procarioticos em organismos procario- 
ticos e com eenes eucarioticos em organismos eucario- 
ticos. Por essa razao, os pesquisadores costumam usar 
S. cereoisiae para rastreamento de bibliotecas de DNA 
eucarioticas pelo metodo de complementagao. 

Hibridizagao molecular 

As primeiras sequencias de DNA eucariotico clonadas fo¬ 
ram genes com alia expressao em celulas especializadas. 
Esses genes abrangiam os genes da a e (3-globina de ma¬ 
in lferos e o gene da ovalbumina de galinha. As hemacias 
sao altamente especializadas para a sfntese e o armazena- 
mento de hemoglobina. Mais de 90% das moleculas de 
protefna sintetizadas em hemacias durante seu periodo 
de atividade maxima de biossmtese sao cadeias globinas. 
Do mesmo modo, a ovalbumina e urn importante produto 
das celulas do oviduto de galinhas. Logo, os transcritos de 
RNA dos genes da globina e da ovalbumina podem ser iso- 
lados com facilidade em reticulocitos e celulas do oviduto, 
respectivamente. Esses transcritos de RNA podem ser usa- 
dos para sintetizar cDNA radioativo que, por sua vez, pode 
ser usado para rastreamento de bibliotecas de DNA geno- 
mico por hibridizagao de colonia ou placa in situ (Figura 14.9) . A 
hibridizagao de colonia e usada com bibliotecas construi- 
das em vetores plasmi'dios e cosmidios; a hibridizagao em 
placa e usada com bibliotecas em vetores fago lambda. 
Concentremo-nos na hibridizagao de colonia in situ, mas 
os dois metodos sao praticamente identicos. 


Resolva! 

- - , T, - J| - 1 -■ - 1 'mm ' ~ 


Como e posstvel clonar um fragmento 
de restri^ao Not\ do genoma de 
orangotango? 

Voce esta estudando um disturbio aparentemente hereditario 
no orangotango de Sumatra (Pongo abelii) e quer donar um 
fragmento de restrigao Not\ de 95 kb do orangotango que tern 
hibridizagao cruzada com um gene humano especifico. Voce 
tern DNA de pBluescript f! e pJCPAC-Maml disponiveis para 
usar como vetores de clonagem. Que vetor usaria para donar o 
fragmento de interesse Not\ e como construiria e identificaria 
o clone de interesse? 

► Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com . br. 

O metodo de rastreamento por hibridizagao de co¬ 
lonia requer transferencia das colonias formadas por 
celulas transformadas para membranas de nailon, hi¬ 
bridizagao com sonda de DNA ou RNA marcada radio- 
ativamente e autorradiografia (Figura 14.9). O DNA 
ou RNA marcado e empregado como sonda para hi¬ 
bridizagao (ver Apendice C: Hibridizagao in situ) ao 
DNA desnaturado de colonias cultivadas nas mem¬ 
branas de nailon. O DNA das celulas lisadas liga-se as 
membranas antes da hibridizagao, de modo que nao se 
desprende durante as etapas subset] uentes do procedi- 
mento. Depois de se aguardar a hibridizagao entre fi- 
lamentos complementares de DNA, as membranas sao 
lavadas com solugoes salinas tamponadas para remo¬ 
ver o cDNA nao hibridizado e, depois, expostas a filme 
radiografico para detectar a presenga de radioativida- 
de na membrana. Apenas as colonias que contem se¬ 
quencias de DNA complementares ao cDNA radioati¬ 
vo produzem pontos radioativos nas autorradiografias 
(Figura 14.9). As localizagoes dos pontos radioativos 
sao usadas para identificar colonias que contem a se- 
quencia desejada nas placas replicadas originais. Essas 
colonias sao usadas para purificar clones de DNA que 
abrigam o gene ou a sequencia de DNA de interesse. 
Leia Resolva!: Como e possfvel clonar um fragmento 
de restrigao Noll do genoma de orangotango? e teste 
sua compreensao dos metodos usados para preparar e 
pesquisar bibliotecas genomicas. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Eposstvel construir bibliotecas de DNA que contenham conjuntos completes de sequencias de 
DNA genomico ou capias em DNA (cDNA) de mRNA em um organismo 


* 


Genes espedficos ou outras sequencias de DNA podem ser isolados das bibliotecas de DNA 


par complementagao genetica ou por hibridizagao com sondas de dcido nudeico contendo se¬ 
quencias de funQdo conhecida. 





Capftuto 14 | Tecnicas de Genetica Molecular 381 


0 Sintese de cDNA radioativo 
usando mRNA purificado 
como molde. 


mRNA purificado (p. ex,, mRNA da a-globina) 




/ 


o Plaqueamento de bacterias 
com moleculas de DNA 
recombinantes em 
meio agar e incubacao / 
ate o surgimento de > 
pequenas colonias. ^ 

Clones de 
bacterias 
com plasmidios 
recombinantes. 




/ 


t 


Transcriptase reversa 

Trifosiatos de nudeosidios marcados com 32 P 


/ 


cDNA radioativo 



£b£r 


© Plaqueamento em 
replica de colonias 
em membrana de nailon. 




A Selecao de colonia contendo 
w a sequencia de DNA de 
interesse do meio agar 
e isolamento do DNA 
recombinante. 




\ 


t 



Membrana 
de nailon 






Q Lise das celulas in situ; 
desnaturacao e ligacao 
do DNA a membrana. 


t 



Ponto escuro na 
autorradiografia 
indicativo de 
radioatividade. 



DNA unifilamentar 
das colonias 


o Adicao de cDNA 
radioativo e incubacao 
em condicoes de 
anelamento. 



Enxague completo 
da membrana para 
retirar cDNA nao 
anelado e exposicao 
ao filme radiografico. 


cDNA radioativo 

■ FIGURA 14 .9 Rastneamento de bibliotecas de DNA por hibridizagao de colonia. Emprega-se cDNA radioativo como sonda de hibridizagao. 
Veja detalhes no texto. 


Analise molecular de DNA, RNA e protemas 


As moleculas de DNA, RNA ou proteina podem sersepa- 
radas por eletroforese em gel, transferidas para membra- 
nas e analisadas por varios procedimentos. 

O desenvolvimento das tecnicas de recombinagao do 
DNA fez surgir muitas novas tecnicas de analise de ge¬ 
nes e produtos genicos. Agora e possivel investigar com 
relativa facilidade assuntos que eram totalmente inaces- 
siveis ha apenas 25 an os. Os geneticistas sao capazes de 


isolar e caracterizar praticamente qualquer gene de qual- 
quer organismo; porem, as vezes o isolamento de genes 
de genomas eucarioticos grandes e um processo longo e 
trabalhoso (Capftulo 16). Uma vez clonado um gene, e 
possivel investigar sua expressao ate mesmo nos organis- 
mos mais complexos como os seres human os. 

Um determinado gene e expresso nas celulas renais, 
nas celulas hepaticas, nas celulas osseas, nos folfculos pi- 
losos, nas hemacias ou nos linfocitos? Esse gene e expres¬ 
so durante todo o desenvolvimento do organismo ou ape- 
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nas durante determinados estagios do desenvolvimento? 
Um alelo mutante desse gene tem expressao espacial e 
temporal semelhantes durante o desenvolvimento? Ou 
o alelo mutante tem um padrao alterado de expressao? 
Nesse ultimo caso, o padrao alterado de expressao e res- 
ponsavel por uma sindrome ou doenga hereditaria? Ago¬ 
ra e possivel fazer a investigagao rotineira para responder 
a essas perguntas e muitas outras usando metodologias 
bem estabelecidas. 

A analise abrangente das tecnicas usadas na investiga¬ 
gao da estrutura e da fungao do gene esta muito alem 
do ambito deste texto. Examinemos, porem, alguns dos 
metodos mais importantes usados para estudar a estrutu¬ 
ra dos genes (DNA), de seus transcritos (RNA) e de seus 
produtos finais (geralmente protemas). 

ANALISE DE DNA POR HIBRIDIZAgdES 
SOUTHERN BLOT 

A eletroforese em gel e um metodo eficiente para a sepa¬ 
ragao de macromoleculas de diferentes tamanhos e car- 
gas. As moleculas de DNA tem uma carga praticamente 
constante por unidade de massa; assim, elas se separam 
em geis de agarose e de acrilamida de acordo com o ta- 
manho ou a conformagao. Os geis de agarose ou acrila¬ 
mida atuam como peneiras moleculares e retardam mais 
a passagem das moleculas grandes que das moleculas pe- 
quenas. Os geis de agarose sao peneiras melhores para 
moleculas grandes (maiores que algumas centenas de 
nucleotidios); os geis de acrilamida sao melhores para se- 
parar pequenas moleculas de DNA. A Figura 14.10 ilustra 
a separagao de fragmentos de restrigao do DNA por ele¬ 
troforese em gel de agarose. Os principios dos procedi- 
mentos usados para separar moleculas de RNA e protei- 
nas sao basicamente iguais, mas empregam tecnicas um 
pouco diferentes em razao das propriedades especificas 
de cada classe de macromolecula (ver a segao Variagao 
da estrutura das protemas no Capitulo 24). 

Em 1975, E. M. Southern publicou um importante 
procedimento que possibilitou aos pesquisadores iden- 
tificar a localizagao dos genes e de outras sequencias de 
DNA em fragmentos de restrigao separados por eletro- 
forese em gel. A caracteristica essencial dessa tecnica 
e a transferencia das moleculas de DNA separadas por 
eletroforese em gel para membranas de nitrocelulose 
ou nailon (Figura 14.11). Essas transferencias de DNA 
para membranas sao conhecidas como Southern blots em 
homenagem ao cientista que desenvolveu a tecnica. O 
DNA e desnaturado antes da transferencia ou durante 
a transferencia pela colocagao do gel em solugao alcali- 
na. Depois da transferencia, o DNA e imobilizado sobre 
a membrana por secagem ou irradiagao UV. Uma sonda 
de DNA radioativa contendo a sequencia de interesse e 
hibridizada (ver Apendice C: Hibridizagao in situ ) com 
o DNA imobilizado na membrana. A sonda so sera hi¬ 
bridizada com moleculas de DNA que contenham uma 
sequencia nucleotidica complementar a sequencia da 
sonda. Em seguida, a membrana e lavada para retirada 


da sonda nao hibridizada e exposta ao filme radiografico 
para detectar a radioatividade. Depois do filme revelado, 
as faixas escuras mostram as posigoes das sequencias de 
DNA hibridizadas com a sonda (Figura 14.12). 

A capacidade de transferir moleculas de DNA separa¬ 
das por eletroforese em gel para membranas de nailon 
para estudos de hibridizagao e outros tipos de analises 
provou ser de grande valia (ver Em foco: Detecgao de um 
gene mutante causador de fibrose cfstica). 

ANALISE DE RNA POR HIBRIDIZAgdES 
NORTHERN BLOT 

Se e possivel transferir moleculas de DNA de gel de 
agarose para membrana de nailon para estudos de hi¬ 
bridizagao, podemos esperar que as moleculas de RNA 
separadas por eletroforese em gel de agarose possam ser 
transferidas e analisadas do mesmo modo. Na verdade, o 
uso dessas transferencias de RNA faz parte da rotina de 
laboratories de genetica. Os blots de RNA sao denomi- 
nados Northern blots em reconhecimento ao fato de que 
o metodo e analogo a tecnica de Southern blotting, mas 
as moleculas de RNA e que sao separadas e transferidas 
para uma membrana. Como veremos na proxima segao, 
essa terminologia foi ampliada para a transferencia de 
protemas de geis para membranas, um metodo denomi- 
nado Western blotting. 

O metodo Northern blot e praticamente identico ao 
usado nas transferencias por Southern blot (Figura 14.11). 
As moleculas de RNA, porem, sao muito sensiveis a de- 
gradagao por RNases. Assim, e preciso ter cuidado para 
evitar a contaminagao dos materials por essas enzimas 
extremamente estaveis. Alem disso, a maioria das mole¬ 
culas de RNA con tem estrutura secundaria consideravel 
e, portanto, tem de ser mantida desnaturada durante a 
eletroforese para separagao de acordo com o tamanho. 
A desnaturagao e feita por acrescimo de formaldeido, 
ou de alguma outra substancia quimica desnaturante, ao 
tampao usado na eletroforese. Depois da transferencia 
para membrana apropriada, o blot de RNA e hibridiza- 
do em sondas de RNA ou DNA do mesmo modo que no 
Southern blot. 

As hibridizagoes por Northern blot (Figura 14.13) sao mui¬ 
to uteis em estudos da expressao genica. Podem ser usadas 
para determinar quando e onde e expresso determinado 
gene. No entanto, e preciso lembrar que as hibridizagoes 
por Northern blot so medem o acumulo de transcritos de 
RNA. Elas nao explicam o porque do acumulo observado. 
Alteragoes nos nfveis de transcritos podem ser causadas 
por alteragoes na tax a de transcrigao ou na taxa de degra- 
dagao do transcrito. E imprescindivel usar metodos mais 
sofisticados para distinguir entre essas possibilidades. 

ANALISE DE RNA POR PCR COM 
TRANSCRIPTASE REVERSA (RT-PCR) 

A enzima transcriptase reversa catalisa a sintese de fila- 
mentos de DNA complementares aos moldes de RNA. 
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A Preparo de um gel de agarose semissolido com pocos para amostras de DNA. 
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sob luz UV. 


■ FIGURA14. Separagao de moleculas de DNA por eletroforese em gel de agarose. O DNA esta dissotvido em tampao de carregamento com 
densidade maior que a do tampao de eletroforese, de modo que as amostras de DNA se sedimenterm no fundo dos pogos em vez de se difun- 
direm para o tampao de eletroforese. O tampao de carregamento tambem contem um corante para acompanhar a velocidade de migragao 
das moleculas no gel. O brometo de etfdio liga-se ao DNA e fluoresce quando iluminado por luz ultravioleta. Na fotografia mostrada, a pista 
3 continha DNA de plasmfdio cortado com FcoRI; as outras pistas tinham DNA de plasmfdio cortado com fcoRI contendo insertos de cDNA 
de glutamina sintetase do milho. 


Pode ser usada in vitro para sintetizar filamentos de DNA 
complementares aos filamentos-molde de RNA. Entao, 
os filamentos de DNA produzidos podem ser converti- 
dos em DNA bifilamentar por varios metodos diferentes 
(p. ex., ver Figura 14.8), entre eles o uso de um segundo 
iniciador e da Taq DNA polimerase termoestavel. Depois, 


as moleculas de DNA produzidas podem ser ampliflca- 
das por PCR padrao [veja a segao Amplificagao das se- 
quencias de DNA pela reagao em cadeia da polimerase 
(PCR) anteriormente neste capitulo]. 

O primeiro filamento de DNA, geralmente denomina- 
do cDNA porque e complementar ao mRNA em estudo, 
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■ FIG LIRA 14.n Metodo de transferencia de DNA separado por eletroforese em gel para membranas de nailon. A solugao de transferencia leva o 
DNA do gel para a membrana enquanto as toathas de papel secas na parte superior absorvem a solugao salina do reservatorio atraves do gel. O 
DNA, ao entrar em contato com a membrana, liga-se a ela. A membrana ligada ao DNA e seca e levada ao forno a vacuo para que haja fixagao 
firme do DNA antes da hibridizagao. SSC e uma solugao que contem cloreto de sodio e citrato de sodio. 


Pista 1: DNA de fago \ 

cortado com Pista 2: DNA genomico 
Hindi!! (marcadores de Arabidops/s 
de tarn an ho) / cortado com 



Autorradiografia 
de Southern btot 
da pista 2 




A Gel de agarose 
corado com 
brometo 
de etfdio. 


B Southern blot do gel 
mostrado em (A) 
depois da hibridizagao 
com cDNA de 
[3-tubulina marcado. 


■ FIGURA 14.12 Identificagao de fragmentos de restrigao genomicos 
que contem sequences de DNA especfficas pelo procedimento de hi¬ 
bridizagao por Southern btot. A. Fotografia de gel de agarose corado 
por brometo de etfdio contendo DNA de fago \ digerido por H/ndll I 
(pista a esquerda) e DNA de Arabidopsis thaliana digerido por fcoRI 
(pista a direita). O DNA do fago A. digerido e usado como marcador 
de tamanho. O DNA de A. thaliana digerido foi transferido para mem¬ 
brana de nailon pelo metodo de Southern (Figura 14.11) e hibridizado 
com um fragmento de DNA radioativo de um gene de (3-tubulina 
clonado. O resultado do Southern blote mostrado em (B); nove frag¬ 
mentos diferentes de fcoRI hibridizados com a sonda de p-tubulina. 


pode ser sintetizado usando-se um iniciador oligo(dT), 
que causa o anelamento das caudas 3'-poli(A) de todos 
os mRNA, ou iniciadores especfficos para o gene (se- 
quencias complementares a molecula de RNA de inte- 
resse). Em geral, os iniciadores oligonucleotfdios especf¬ 
ficos para o gene sao escolhidos para anelar sequencias 
nas regioes nao codificadoras 3' do mRNA. A Figura 14.14 
ilustra como esses iniciadores podem ser usados em 
RT-PCR para amplificar um transcrito genico especffico. 
Os produtos dessas amplificagoes sao analisados por ele¬ 
troforese em gel. Sempre que surge um produto no gel, o 
pesquisador sabe que a amostra a partir da qual foi gera- 
do continha o mRNA estudado. Portanto, esse metodo e 
um recurso rapido e facil para determinar se esta ou nao 
havendo transcrigao de determinado gene. 

Houve muitas modificagoes do procedimento de 
RT-PCR, com enfase principalmente em torna-lo mais 
quantitativo. Por exemplo, podem-se analisar quantida- 
des conhecidas do RNA estudado para determinar a rela- 
gao entre a entrada de RNA e a safda de DNA. Conhecen- 
do essa relagao, um pesquisador pode usar a quantidade 
de DNA gerada por uma amostra experimental e estimar 
a quantidade inicial de RNA na amostra. 


anAuse de proteinas por 

TECNICAS WESTERN BLOT 

A eletroforese em gel de poliacrilamida e um importan- 
te metodo de separagao e caracterizagao de proteinas. 
Como muitas proteinas funcionais sao formadas por duas 
ou mais subunidades, os polipeptfdios sao separados por 
eletroforese na presenga do detergente dodecil sulfato 
de sodio (SDS), que desnatura as proteinas. Depois da 
eletroforese, as proteinas sao detectadas por coloragao 
com azul de Coomassie ou prata. No entanto, tambem 
e possfvel transferir os polipeptfdios separados do gel 
para uma membrana de nitrocelulose e detec tar protef- 
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DETECGAO DE UM GENE MUTANTE 
CAUSADOR DE FIBROSE CISTICA 


enquanto o alelo A F508e seu produto tern essas sequeneias: 


bases no filamento 


delecao 



A fibrose cfstica e caracterizada pelo acumulo de muco nos 
pulmoes, no pancreas e no figado, com subsequente dis- 
fungao desses orgaos, E a doenga hereditaria mais comum 
nas pessoas originarias do norte da Europa. No Capitulo 16, apre- 
sentamos a fibrose cistica e a identificagao e caracterizagao do 
gene causador dessa doenga. Aqui destacamos o uso da PCR para 
amplificar os alelos de CFno DNA genomico de membros de fami¬ 
lies afetadas por essa doenga e a detecgao do alelo mutante mais 
comum com o auxilio de hibridizagao Southern blot com sondas 
oligonucleotidicas marcadas, 

Aproximadamente 70% dos casos de FC sao causados por um 
alelo mutante especffico do gene CF. Esse alelo mutante, CFisF508, 
tern uma delegao de tres bases que etimina um reslduo de fenila- 
lanina na posigao 508 no produto polipeptidico. Como a sequencia 
nucleotidica do gene CF e conhecida e o alelo CF&F508 difere do 
alelo selvagem em tres pares de bases, foi posssvel criar sondas 
oligonucleotidicas que se hibridizam especificamente com o alelo 
selvagem de CF ou o alelo A F508 em condigoes apropriadas. 

O gene CF selvagem e o produto genico tern as seguintes se¬ 
quences de nucleotidios e aminoacidos na regiao alterada pela 
mutagao AF508: 

deletado em A F508 

bases no filamento ,—*—,, 

codificador: 5' AAA GAA AAT ATCATC TTT GOT GTT-3' 


codificador: 5'AAA GAA AAT ATC AT.. T GOT GTT -3 


Li t 


aminoacidos no 

produto: NIT, -Lys Glu Asn lie lie —iply Val-COOH 

Phe a Lisente 


Com base nessas sequeneias nucleotldicas, Lap-Chee-Tsui e 
colaboradores sintetizaram oligonucleotidios que transpunham 
essa regiao dos alelos mutante e selvagem do gene CF e testa- 
ram sua especificidade. Eles demonstraram que a 37°C, em 
condigoes padronizadas, uma sonda oligonucleotidica (oligo-N: 
3'-CTTTTATAGTAGAAACCAC-5') so se hibridizava com o alelo 
selvagem, enquanto a outra {oligo-AF: 3'-TTCTTTTATAGTA ... 
ACCACAA-5') so se hibridizava com o alelo A F508. Os resultados 
mostraram que a sonda oligo-AF poderia ser usada para detectar 
o alelo A F508 no estado homozigoto ou heterozigoto. Quando 
usaram essas sondas oligonucleotidicas alelo-espedficas para pes- 
quisar a mutagao A F508 em pacientes com FC e em seus pais, 
Tsui e colaboradores constataram que muitos pacientes eram ho- 
mozigotos para essa mutagao, enquanto a maioria dos pais era 
heterozigota, como e esperado. A Figura 1 mostra aLguns resulta¬ 
dos que eles obtiveram. 


aminoacidos no 

produto: NIL, -Lys Glu Asn He liePheGlyVal-COOH 

aminoacido 508 


Sonda 


Familias 



Oligo-N 

Oligo-AF 






ar rj 


Homozigoto para 
o alelo AF508 


Heterozigoto para 
o alelo AF508 


Homozigoto para o 
alelo normal (selvagem) 


Plasmidio com 
alelo AF508 

Plasmidio com 
alelo selvagem 


■ FIGURA 1 Detecgao dos alelos selvagem e AFSOSde CF por hibridizagao de sondas oligonucleotidicas com DNA genomico transferido 
para membranas de nailon pelo metodo de Southern blotting (Figura 14.11). A PCR foi usada para amplificar os loci de CFno DNA geno¬ 
mico isolado de cada membro da f am Ilia. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel, transferidos para membranas, 
desnaturados e hibridizados com as sondas oligonucleotidicas radioativas (descrito anteriormente). Prepararam-se dois Southern blots: um 
blot foi hibridizado com a sonda especlfica para o alelo CF selvagem (pista de cima), e o outro foi hibridizado com sonda especifica para o 
alelo AF508 (pista de baixo). Os heredogramas mostrados na parte superior representam a prole com o gene CF e seus pais heterozigotos. 
Observe que o alelo A F508 esta presente nas familias A, B, D, E e C. A famflia C tern outro alelo CF, e nas familias H e j um dos pais tern o 
alelo A F508 e o outro, um alelo CFdiferente.A pista identificada como H..O e um controle que tern apenas agua. No heredograma na parte 
superior, os simbolos pintados representam indivtduos com dois alelos mutantes de CF, e os simbolos pintados pela metade representam 
individuos com os alelos mutante e selvagem de CF. 





















386 


Fundamentos de Genetica 


Codifica a 


THAI 


TUA3 


R 


L 


R L 


R 



A B C 

■ FIGURA 14.13 Dados tipicos de hibridizagao po r Northern blot. O RNA totaL for isolado de raizes (R), folhas (L) e fiores (F) de A. thaliana, sepa- 
rado por eletroforese em gel de agarose e transferido para membranas de nailon. A autorradiografia mostrada em (A) e de um blot hibridizado 
com uma sonda radioativa contendo uma sequencia codificadora de a-tubulina. Essa sonda e hibridizada com os transcritos dos seis genes de 
a-tubulina em A. thaliana. As autorradiografias mostradas em (Bj e (C) sao de blots de RNA hibridizados com sondas de DNA especfficas para 
os genes de al e a3-tubulina ( TUA1 e TUA3, respectivamente). Os resultados mostram que o transcrito de a3-tubulina esta presente em todos 
os orgaos analisados, enquanto o transcrito de al-tubulina so e encontrado nas fiores. Os RNA ribossomicos 18S e 26S sao marcadores de 
tamanho. Suas posigoes foram determinadas a partir de uma fotografia do get corado com brometo de etidio antes da transference dos RNA 
para a membrana de nailon. 
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■ FIGURA 1 4,14 Detecgao e amplificagao de RNA por PCR com transcriptase reversa (RT-PCR). Os transcritos de gene especificos sao amplifica- 
dos usando primeiro a transcriptase reversa para sintetizar um DNA unifilamentar complementar ao mRNA de interesse. A sfntese e principiada 
por um iniciador oligonucleotidico especifico para 0 gene (iniciador que so se anela para o mRNA de interesse). O filamento complementar 
de DNA e sintetizado usando um iniciador reverso e Taq polimerase. Em seguida, ha sintese de grande quantidade de cDNA bifiiamentar por 
reagoes de PCR padronizado na presenga tanto de iniciadores de PCR especificos para 0 gene quanto de iniciadores reversos. 
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nas com anticorpos. Essa transferencia de protemas do 
gel de acrilamida para membrana de nitrocelulose, co- 
nhecida como Western blotting, emprega corrente eletrica 
para transferir as protemas do gel para a superficie da 
membrana. 

Depois da transferencia, identifica-se uma protema 
especifica de interesse colocando-se a membrana com 
as protemas imobilizadas em solugao que contem um 
anticorpo contra a protema. Os anticorpos nao ligados 


sao eliminados da membrana por lavagem, e o anticorpo 
inicial (primario) e detectado ao se colocar a membrana 
em uma solugao que contem um anticorpo secundario. 
Esse anticorpo secundario reage com imunoglobulinas 
(o grupo de protemas que constituent todos os anticor¬ 
pos) em geral (Capitulo 20). O anticorpo secundario e 
conjugado a um isotopo radioativo (permitindo a autor- 
radiografia) ou a uma enzima que cria um produto visi- 
vel quando se acrescenta o substrato apropriado. 


PONTOS ESSENCIAIS . 




Os fragmentos de restrigao de DNA e outras pequenas moleculas de DNA podem ser separados 
por eletroforese em gel de agarose ou acrilamida e transferidos para membranas de ndilon para 
produzir blots em gel de DNA denominados Southern blots 

0 DNA no Southern blot pode ser hibridizado com sondas de DNA marcadas para detectar 
sequencias de interesse por autorradiografia 

Quando as moleculas de RNA sao separados por eletroforese em gel e transferidos para 
membranas para analise, os blots em gel de RNA resultants sao denominados Northern blots 

As moleculas de RNA podem ser detectadas e analisadas por PCR com transcriptase reversa 
(RT-PCR) 

Quando as proteinas sao transferidas dos gets para as membranas e detectadas com 
anticorpos, os produtos sao chamados Western blots. 


Analise molecular de genes e cromossomos 


Os sitios nos quais as enzimas de restrigao clivam mole¬ 
culas de DNA podem ser usados para construir mapas fisi- 
cos das moleculas; no entanto, as sequencias nucleotidicas 
apresentam o mapa fisico final das moleculas de DNA. 

As tecnicas de recombinagao de DNA possibilitam que os 
geneticistas determinem a estrutura dos genes, cromosso¬ 
mos e de todo o genoma. Na verdade, os geneticistas mo- 
leculares elaboraram mapas geneticos e fisicos detalhados 
dos genomas de muitos organismos (Capitulo 15). 

O mapa lisico definitivo de um elemento genetico 
e sua sequencia nucleotidica, e ja se determinant as se¬ 
quencias nucleotidicas completas dos genomas de mi- 
lhares de virus, bacterias, mitocondrias, cloroplastos e 
varios organismos eucarioticos. Em outubro de 2004, o 
International Human Genome Sequencing Consortium 
publicou uma sequencia “quase completa” do genoma 
humano. Essa sequencia continha apenas 341 lacunas e 
representava 99% da cromatina rica em genes no geno¬ 
ma humano (Capitulo 15). Nas segoes a seguir, discorre- 
remos sobre a construgao de mapas de genes e cromos¬ 
somos baseados em sitios de clivagem por enzimas de 
restrigao e a determinagao de sequencias de DNA. 

MAPAS FISICOS DE MOLECULAS DE DNA 
BASEADOS EM SITIOS DE CLIVAGEM 
POR ENZIMA DE RESTRigAO 

A maioria das endonucleases de restrigao cliva moleculas 
de DNA em sitios especfficos (Tabela 14.1). Logo, elas 


podem ser usadas para criar mapas fisicos dos cromosso¬ 
mos mais uteis para os pesquisadores no isolamento de 
fragmentos de DNA que tenham os genes ou outras se¬ 
quencias de DNAde interesse. Os tamanhos dos fragmen¬ 
tos de restrigao podem ser determinados por eletrolorese 
em gel de poliacrilamida ou agarose (ver Figura 14.10). 
Em virtude da estrutura de subunidades nucleotidicas 
do DNA, com um grupo fosfato por nucleotidio, o DNA 
tern carga praticamente cons tan te por unidade de mas- 
sa. Assim, as taxas de migragao de fragmentos de DNA 
durante a eletroforese oferecem estimativas precisas de 
seus comprimentos, e a taxa de migragao e inversamente 
proporcional ao comprimento. 

A Figura 14.15 ilustra o procedimento usado para ma- 
pear os sitios de clivagem por enzima de restrigao. Os 
tamanhos dos fragmentos de restrigao de DNA sao esti- 
mados usando-se um conjunto de marcadores de DNA 
de tamanho conhecido. Na Figura 14.15, um conjunto 
de moleculas de DNA cujos comprimentos diferem em 
1.000 pares de nucleotidios e usado como marcador de 
tamanho. Considere uma molecula de DNA com apro- 
ximadamente 6.000 pares de nucleotidios (6 kb) de 
comprimento. Quando a molecula de DNA de 6 kb e 
cortada com EroRI, sao produzidos dois fragmentos de 
4.000 e 2.000 pares de nucleotidios. As possiveis posi- 
goes do unico sitio de clivagem para £coRI na molecula 
sao mostradas na Figura 14.15B. Quando a mesma mo¬ 
lecula de DNA e clivada por Hindlll, sao produzidos 
dois fragmentos de 5.000 e 1.000 pares de nucleoti¬ 
dios. 
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■ FICURA 14.15 Procedimento usado para mapear os sitios de cliva- 
gem por enzima de restrigao em moleculas de DNA. A-D. Estruturas 
da mo [ecu ia de DNA ou dos fragmentos de restrigao da molecula (A) 
nao seccionados ou seccionados com (B) EcoRI, (C) Hindill ou (D) EcoRI 
e Hindill. E. Separagao dessas moleculas e fragmentos de DNA por ele- 
troforese em gel de agarose. A pista esquerda no gel contem um grupo 
de marcadores de tamanho molecular, um grupo de moleculas de DNA 
com tamanho de 1.000 pares de nucleotidios e multiplos desse numero. 


As possiveis posigoes do sitio de clivagem apenas para 
Hindill sao mostradas naFigura 14.15C. Observe que nes- 
se estagio da analise nao e possivel deduzir as posigoes re- 
lativas dos sitios de clivagem por £coRI e Hindill. O sitio 
de clivagem para Hindill pode estar localizado em qual- 
quer um dos dois fragmentos de restrigao de £coRI. Em 
seguida, ha digestao simultanea da molecula por £coRI e 
Hindill, e sao produzidos tres fragmentos com 3.000, 2.000 
e 1.000 pares de nucleotidios. Esse resultado estabelece as 
posigoes relativas dos dois sitios de clivagem na molecula. 
Como o fragmento de restrigao de £coRI com 2.000 pares 
de nucleotidios ainda esta presente (nao e cortado por 
Hindill), o sitio de clivagem para Hindill esta obrigatoria- 
mente na extremidade oposta da molecula em relagao ao 
sitio de clivagem para £coRI (Figura 14.15D). Ampliando 
esse tipo de analise para incluir o uso de varias enzimas 
de restrigao diferentes, e possivel construir mapas mais ex- 
tensos de sitios de restrigao. Quando se emprega grande 
quantidade de enzimas de restrigao, e possivel construir 
mapas detalhados de cromossomos inteiros. Um aspecto 
importante desses mapas de restrigao e que, ao contrario dos 
mapas geneticos (Capitulo 7), eles refletem as distancias 
fisicas verdadeiras na molecula de DNA. 

Gragas a combinagao do mapeamento de restrigao as- 
sistido por computador com outras tecnicas moleculares 
e possivel construir mapas fisicos de genomas inteiros. O 
primeiro eucarioto multicelular no qual isso foi leito foi 
Caenorhabditis elegans, um verme importante para estudos 
sobre o controle genetico do desenvolvimento (Capitu¬ 
lo 20). Alem disso, o mapa fisico do genoma de C. ele¬ 
gans foi correlacionado com o seu mapa genetico. Assim, 
quando se identifica uma nova mutagao interessante em 
C. elegans, muitas vezes se pode usar sua posigao no mapa 
genetico para obter clones do gene de tipo selvagem de 
um grande banco de clones internacional de C. elegans. 

SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS DE 
GENES E CROMOSSOMOS 

O mapa fisico definitivo de um gene ou cromossomo es- 
pecifico e sua sequencia de pares de nucleotidios, com- 
plementada por um grafico de todas as modificagoes de 
pares de nucleotidios que alteram a fungao desse gene 
ou cromossomo. Ate 1975 mal se pensava em tentar se- 
quenciar cromossomos inteiros — na melhor das hipo- 
teses, essa seria uma tarefa ardua que exigiria anos de 
trabalho. No lim de 1976, porem, ja se havia sequencia- 
do todo o cromossomo com 5.386 nucleotidios de com- 
primento do fago cbXl74. Hoje, o sequenciamento e um 
procedimento laboratorial de rotina. Conhecem-se as se- 
quencias nucleotidicas completas dos genomas de 2.442 
virus, 1.372 bacterias, 93 arqueobacterias e 40 eucariotos, 
e ha projetos de sequenciamento de genoma em curso 
para mais 3.670 bacterias, 84 arqueobacterias e 612 euca¬ 
riotos. Alem disso, ja se conhece a sequencia de 99% da 
eucromatina no genoma humano (Capitulo 15). 

Nossa capacidade inicial de sequenciar praticamente 
qualquer molecula de DNA foi consequencia de quatro 
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dcsenvolvimentos principals. O avango mais importante 
foi a descoberta das enzimas de restrigao e seu uso no 
prepare de amostras homogeneas de segmentos espeef- 
ficos de cromossomos. Outro progresso importante foi o 
aperfeigoamento de tecnicas de eletroforese cm gel ate 
o ponto de resolugao de cadeias de DNA com diferenga 
de comprimento de apenas um nucleotfdio. As tecnicas 
de clonagem genica para facilitar o prepare de grande 
quantidade de uma molecula especifica de DNA tambem 
foram importantes. Por fim, os pesquisadores criaram 
procedimentos eficientes para determinar as sequencias 
nucleotfdicas das moleculas de DNA. 

Os protocoios de sequenciamento do DNA dependem 
da geragao de uma populagao de fragmentos de DNA 
que tern uma extremidade em comum (todos exatamen- 
te com o mesmo nucleotfdio) e terminam em todas as 
posigoes possfveis (cada nucleotfdio consecutivo) na ou- 
tra extremidade. A extremidade comum e a terminagao 
5 f do iniciador de sequenciamento. A terminagao 3 f do 
iniciador con tern uma terminagao -OH livrc, que e o lo¬ 
cal de extensao da cadeia pela DNA polimerase. A exten¬ 
sao da cadeia produz fragmentos com extremidades 3' 
variaveis - com extremidades em todas as posigoes nucle- 
otidicas possfveis ao longo do filamento de DNA. Esses 
fragmentos sao separados, de acordo com o comprimen¬ 
to da cadeia, por eletroforese em gel de poliacrilamida. 

Hoje, todo o sequenciamento de DNA c feito por 
aparelhos automaticos. Os aparelhos de sequenciamen¬ 
to iniciais usavam um protocolo de sequenciamento de 
DNA publicado em 1977 por Frederick Sanger e colegas. 
Sanger foi um dos agraciados com o Premio Nobel de 
Qufmica de 1980 por seu trabalho; tambem recebeu o 
Premio Nobel de Qufmica de 1958 por ter identificado a 
scquencia de aminoacidos da insulina. Atualmente, me- 
todos novos e mais rapidos de sequenciamento de DNA 
estao substituindo o procedimento de Sanger. 

A tecnica de Sanger usa a sfntese de DNA in vitro na 
presenga de finalizadores de cadeia especfficos para ge- 
rar populagoes de fragmentos de DNA terminados com 


A, G, C e T, respectivamente. Os 2,3-trifosfato de didesoxir- 
ribonucleosfdio (ddXTP) (Figura 14.16) sao os finalizadores 
de cadeia mais usados no protocolo de sequenciamen¬ 
to de Sanger. Lembre que todas as DNA polimerases 
tern necessidade absoluta de um grupo 3'-OH livre no 
filamento iniciador de DNA (Capitulo 10). O acresci- 
mo de 2\3'-didesoxinucleotfdio a extremidade de uma 
cadeia bloqueia a extensao subsequente dessa cadeia, 
ja que os 2\3'-didesoxinucleotfdios nao tern 3-QH. O 
uso de (1) 2',3'-trifosfato de didesoxitimidina (ddTTP), 
(2) 2',3'-trifosfato de didesoxicitidina (ddCTP), (3) 
2',3'-trifosfato de didesoxiadenosina (ddATP) e (4) 
2',3 , -trifbsfato de didesoxiguanosina (ddGTP), cada um 
deles marcado com um corante fluorescente de cor dife- 
rente, como finalizadores de cadeia em uma reagao de 
sfntese de DNA, gera uma populagao de fragmentos nas- 
centes que inclui cadeias com terminagdes 3' em todas as 
posigoes possfveis. Alem disso, todas as cadeias termina- 
das com ddG apresentam fluorescencia de uma mesma 
cor; as cadeias terminadas com ddA tern fluorescencia 
de uma segunda cor; as cadeias terminadas com ddC, de 
uma terceira cor; e aquelas terminadas com ddT, de uma 
quarta cor (Figura 14.17). 

No tubo de reagao, a proporgao dXTP:ddXTP (em 
que X pode ser qualquer uma das quatro bases) e man- 
tida em aproximadamente 100:1, de modo que a proba- 
bilidade de termino em determinado X na cadeia nas- 
cente e de cerca de 1/100. Isso produz uma populagao 
de I : agmentos que terminam em todos os possfveis sftios 
de termino (X) a uma distancia de algumas centenas de 
nucleotfdios da terminagao do iniciador original. 

Depois que as cadeias de DNA geradas nessa reagao 
sao liberadas dos filamentos-molde por desnaturagao, 
sao separadas por eletroforese cm gel de poliacrilamida; 
suas posigoes no gel sao detectadas por varredura com 
laser e detector de fluorescencia e depois registradas em 
computador. O computador imprime a sequencia de pi- 
cos de fluorescencia registrados quando cada cadeia nas- 
cente passa pelo feixe de laser. A cadeia mais curta atra- 
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■ FIGURA 14.16 Comparagao das estruturas do precursor de DNA normal 2'-trifosfato de desoxirribonucleosidio e do finalizador da cadeia 
2',3'-tnfosfato de didesoxirribonucleosidio usado nas reagoes de sequenciamento de DNA. 
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Im'cio de uma reacao de polimerizacao do DNA contendo: 


Filamento-molde 3' -AGTGTCAAGA - 5' 
Filamento iniciador 5 ,/W 0H 3' 


DMA polimerase 
dGTP, dATP, dTTP e dCTP 



Todos os quatro finalizadores de cadeia 2,3'-trifosfato de didesorribonucieosidio, cada um deles marcado 
com um diferente corante fluorescente: ddGTP, ddATF, ddCTP e ddTTP. 

Incubacao da mistura de reacao. Cadeias sintetizadas que terminam com: 
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e Desnaturacao dos produtos e separacao por eietroforese em gel de poliacrilamida. 
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■ FIGURA 14.17 Sequenciamento do DNA pelo metodo de finatizagao da cadeia por 2', 3' ~t ri f osf a to de didesoxinucleosidio. A sintese de DNA 
in vitro e efetuada na presenga dos quatro finalizadores de cadeia 2',3'-trifosfato de didesorribonucieosidio: ddGTP, ddATP, ddCTP e ddTTP, cada 
um deles marcado com um diferente corante fluorescente. A mistura de reagao contem todos os componentes necessarios para a sintese de 
DNA {ver detalhes no texto). O finalizador didesoxi na extremidade 3' de cada cadeia e determinado pela fiuorescencia do corante ligado a 
ele. No exempio mostrado, o ddC tem fiuorescencia azul-escura (preta na figura); o ddC, azul-clara; o ddA, verde; e o ddT, vermelha. Como a 
distancia de migragao da cadeia mais curta e a maior, a sequencia nucleotfdica da cadeia mais longa (mostrada com leitura 5' —»■ 3' no topo 
da impressao) e obtida por leitura da sequencia a partir da primeira cadeia que passa pelo feixe de laser , continuando com cada cadeia com um 
nucleotidio a mais ate a cadeia mais longa. 
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Determinagao das sequencias nucleotidicas de elementos geneticos 



Dez microgramas de um fragmento de restrigao Hpal com dez pares 
de nucleotfdios foram isotados do cromossomo de DNA bifilamen- 
tar no cloroplasto de Arabidopsis thaliana. As caudas poli(A) de oito 
nucleotfdios foram acrescentadas as extremidades 3' dos dois fila- 
mentos usando a enzima terminal transferase e dATP, como mostra 
a seguinte sequencia: 


5'-X XXXXXXXXX-3' 
3'-X'X'X'X'X'X'X'X'X'X'-5' 
transferase terminal 
dATP 

5'-X XXXXXXXXXAAAAAAA A-3' 
3'-A A A A A A A A X'X'X'X'X'X'X'X'X'X'-5' 


em que X e X' podem ser quaLquer um dos quatro nucleotfdios usu- 
ais, mas X J e sempre complementar a X. 

Os dois filamentos complementares foram separados, e cada fi- 
iamento foi sequenciado pelo metodo de finalizagao da cadeia por 
2', 3' - tri fosf a to de didesoxirribonudeosfdio. A reagao 1 continha o 
filamento 1, iniciador, DNA polimerase e todos os outros compo- 
nentes necessarios para a sfntese in vitro de DNA, alem dos quatro 
trifosfatos de didesoxinucleosfdio finalizadores de cadeia usuais - 
ddTTP, ddCTP, ddATP e ddGTP - cada um deles marcado com um 
corante que fluoresce em um diferente comprimento de onda. A 
estrutura do molde-iniciador usado na reagao lea seguinte: 


Filamento 1: 3'-A A A A A A A A X'X’X'X'X’X’X'X'X'X'-S' 


S'-TTTTTTTT-OH 


A reagao de sequenciamento 2 continha os mesmos componentes 
que a reagao 1, com excegao do complexo molde-iniciador. A rea¬ 
gao 2 continha o filamento 2 complementar; assim, a estrutura do 
compiexo molde-iniciador usado na reagao 2 era a seguinte: 

Filamento 2: 5'-X X X X X X X X X X A A A A A AAA-3' 

HO-TTTTTTTT-5' 


Depois da incubagao das duas reagoes para dar tempo para a sfntese de 
DNA, o DNA de cada reagao foi desnaturado, e os produtos da reagao 
foram separados por eletroforese capilar em gel usando um aparelho 
automatico de sequenciamento de DNA. Os corantes usados para 
marcar os finalizadores de cadeia fluorescent em diferentes compri- 
mentos de onda, que sao registrados por uma fotocelula quando os 
produtos das reagoes sao separados no tubo capilar (ver Figura 14.17). 
Nas reagoes de sequenciamento dassicas, as cadeias que terminam 
com ddG tern fluorescencia azul-escura; as cadeias que terminam com 
ddC, azul-clara; as cadeias que terminam com ddA, verde; e as cadeias 
que terminam com ddT, vermelha. O resultado impresso pelo compu- 
tador na reagao de sequenciamento 1 e o seguinte: 



Desenhe a imagem esperada na reagao de sequenciamento 2 (fi¬ 
lamento complementar 2 como molde) no quadro a seguir. (Use o 
formato mostrado anteriormente.) 


Nucleotfdio: 1 



FATOS E CONCEITOS 

1. Todas as DNA polimerases tern necessidade absoluta de uma 
3'-hidroxila livre na extremidade do filamento iniciador que 
sera estendido por reagoes de polimerizagao do DNA. 

2. Toda a sfntese de DNA ocorre no sentido 5'—*3'; ou seja, toda 
a sfntese ocorre pelo acrescimo de nucleotfdios a extremidade 
3' do filamento iniciador. 

3. O acrescimo de 2',3'-monofosfato de didesoxirribonudeosfdio a 
extremidade 3' de um filamento iniciador bloqueia sua extensao. 

4. A eletroforese em gel de poliacrilamida separa os filamentos 
de DNA de acordo com o tamanho e a conformagao. 

5. As cadeias de DNA tern carga constante por unidade de massa, 
isto e, tern uma carga negativa por nucleotfdio. 

6. Por causa de sua carga constante por unidade de massa, as 
cadeias polinucleotfdicas podem ser separadas por tamanho 
(comprimento em nucleotfdios ou pares de nucleotfdios). 

7. As moleculas de DNA com diferenga de um nucleotfdio de 
comprimento podem ser separadas por eletroforese em gel 
de poliacrilamida para cadeias com ate algumas centenas de 
nucleotfdios de comprimento. 

8. As cadeias mais curtas migram por maior distancia durante a 
eletroforese em gel. 

9. A eletroforese em gel de poliacrilamida realizada em tubos ca- 
pilares finos produz excelente separagao das cadeias de DNA 
com diferenga de um nucleotfdio de comprimento. 

10. Os dois filamentos de uma dupla helice de DNA tern polari- 
dades qufmicas opostas; se a polaridade de um filamento e 
5'—»3', a polaridade do filamento complementar e 3'—9-5'. 

anAlise E SOLUCAO 

Como toda a sfntese de DNA ocorre pelo acrescimo de nucleo¬ 
tfdios a extremidade 3'-OH do filamento iniciador, toda a sfn¬ 
tese ocorre no sentido 5' -9- 3'. Portanto, a sequencia da cadeia 
de DNA nascente sintetizada tendo como molde o filamento 1 
e lida no sentido 5'—> 3' da esquerda para a direita na imagem 
impressa pelo computador. O fragmento de DNA nascente mais 
curto tinha fluorescencia azul-clara, indicando que terminava 
com ddC, o que significa existencia de G nessa posigao no fila- 
mento-molde. A leitura da escada de bandas da esquerda (cadeia 
mais curta) para a direita (cadeia mais longa) mostra que a se¬ 
quencia do filamento nascente e 5'-CTGATCAGAC-3'. Portanto, 
a sequencia do filamento-molde compLementar (filamento 1) 
e 5'-GTCTGATCAG-3'. Agora, se o filamento 2 for usado como 
filamento-molde na reagao de sequenciamento, o filamento nas¬ 
cente tera a sequencia do filamento 1, portanto a sequencia de 
nucleotfdios (indicada pelos picos fluorescentes) sera a mostra- 
da na imagem a seguir. A sequencia do filamento nascente sera 
5'-GTCTGATCAG-3' ao ler os picos da esquerda (cadeia mais cur¬ 
ta) para a direita (cadeia mais longa), e a sequencia do filamento 
complementar sera 5'-CTGATCAGAC-3'. 
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vessa o gel primeiro, e cada cadeia subsequente tem um 
nucleolfdio a mais que a precedente. O didesoxinucleo- 
tfdio na extremidade de cada cadeia determina a cor da 
fluorescencia. Assim, para detenninar a sequencia da 
cadeia de DNA mais longa recem-sintetizada basta ler a 
sequencia de picos de fluorescencia da cadeia mais curia 
ate a mais longa (Figura 14.17). Leia Problema resolvido: 
Determinagao das sequencias nucleotfdicas de elemen- 
tos geneticos, e avalie seu conhecimento sobre aparelhos 
automaticos de sequenciamento de DNA que usam a tec- 
nica de Sanger. 

Novas tecnicas de sequenciamento do DNA estao 
substituindo o metodo finalizador de cadeia de San¬ 
ger, e novos aparelhos de sequenciamento de DNA - 
de segunda geragao - sao capazes de sequenciar ate 25 
bilboes de pares de nucleotfdios por dia. Muitas das 
novas tecnicas de sequenciamento usam prolocolos de 
sequenciamento por sfntese nos quais os filamentos ini- 
ciadores de complexos iniciadores-moldes imobilizados 
sao alongados pela DNA polimerase por acrescimo de 
lima molecula de trifosfato de desoxirribonucleosfdio 
por vez e registro da sequencia de acrescimo de nucleo- 
tidios com base nos sinais luminosos registrados por um 


sensor de CCD (dispositivo de carga acoplada). Uma 
dessas tecnicas e denominada pirossequenciamenlo por- 
que depende da detecgao do pirofosfato liberado quan- 
do um nucleolfdio e acrescentado a extremidade de um 
filamento iniciador. 

Outra tecnica usa um feixe de laser para registrar o 
acrescimo de nucleotfdios marc adds com corante fluo- 
rescente durante o alongamento de filamentos iniciado- 
res ligados a diminutas esferas em uma mistura de agua 
e oleo. Essa tecnica e denominada sequenciamento 454. 
Ainda outra tecnica, conhecida como sequenciamento 
Illumina (antes, sequenciamento Solexa), usa finaliza- 
dores reversfveis para detectar nucleotfdios a medida 
que sao acrescentados aos filamentos de DNA em cresci- 
mento. Nos aparelhos de sequenciamento que usam essa 
tecnica, ha um grande numero de reagoes simultaneas; 
assim, costuma ser denominado sequenciamento para- 
lelo em massa. Todos esses sistemas sao rapidfssimos, e 
atualmente estao sendo desenvolvidas novas tecnicas de 
sequenciamento. Embora ainda nao tenhamos chegado 
la, o objetivo de sequenciar todo o genoma humano por 
mil dolares deixou de ser ficgao cientffica e se tornou 
uma possibilidade razoavel. 


PONTOS ESSENCIAIS 




Epossivelprepamr mapas jisicos detalhados de moleculas deDNA pela identificagdo dos sitios 
clivados par varias endonucleases de restrigdo 

As sequencias nudeotidicas de moleculas deDNA geram os mapas fisicos definitivos dos genes 
e cmmossomos. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. O que e uma molecula de DNA recombinante? 

Resposta: Uma molecula de DNA recombinante e criada 
in vitro a partir de partes de duas diferentes mole¬ 
culas de DNA, normalmente de duas especies dife- 
rentes. 



DNA da especie 1 DNA da especie 2 


2. O que sao endonucleases de restriqao? 

Resposta: /\s endonucleases de restrigao sao enzimas 
que clivam moleculas de DNA de maneira se- 
quencia-especffica de lal modo que todos os frag- 
mentos produzidos tenham as mesmas sequencias 
nucleotfdicas em suas extremidades. Muitas en¬ 
zimas de restrigao fazem corles em bisel nas se¬ 
quencias de DNA palindromicas, produzindo 
fragmentos com terminagoes monofilamentares 
complementares, como e mostrado aqui. 


r. ■ . _ 


I I I I 


■_sn_ b 




G A A T T C 


C T T A A G 


JL 





Endonuclease de 
restricao EcoRI 

r 


1111 I I I I I I I I 

G A A T T C 

B * I | >■■ ■ 

C T T A A G 

|_L-L-LJ—L-L-L J_LJ_L 


3. Como as endonucleases de restrigao sao usadas 
para criar moleculas de DNA recombinantes in vi¬ 
tro ? 

Resposta: Se as moleculas de DNA de duas origens dife¬ 
rentes (talvez especies diferentes) forem digeridas 
por uma endonuclease de restrigao que reconhece 
uma sequencia de DNA palindrdmica e faz cortes em 
bisel nos dois filamentos, os fragmentos resultantes 
lerao extremidades monofilamen tares complemen- 
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tares. A mistura desses fraementos de DNA ocasiona 

o 

o pareamento das extremidades complementares, 
e o acrescimo de DNA ligase produz moleculas de 
DNA re combi names, come mostra a ilustragao. 

-tHHHHHHHHHHT 

G ^ AATTC 

**» "T" **■ 

CTTAA G 

-;i. P-C-Q- r:-r;.n.-n-n rq-^Q-j. ||||||||m 

Concficoes 

j 

w de anelamento 


DNA 



GAA TTC 
CTT AAG 


4. Por que a reagao em cadeia da polimerase (PCR) e 
uma tecnica tao eficiente nas analises de DNA? 

Resposta: Como a PCR amplifica as sequencias de DNA 
geometricamente, e possfvel obter grande quanti- 
dade de sequencias especfficas a partir de apenas 
uma ou algumas moleculas. Ao comegar com uma 


so molecula de DNA, 10 ciclos de replicagao produ- 
zem 1.024 helices duplas de DNA, e 20 ciclos pro- 
duzem 1.048.576. 

5. Como os 2',3 -trifosfatos de didesoxirribonucleosf- 
dio sao usados nos protocolos de sequenciamento 
de DNA? 

Resposta: Os 2',3'-trifosfatos de didesoxirribonucleosfdio 
atuam como finalizadores especificos da sfntese de 
DNA. Quando se acrescenta um monofosfato de 
2',3'-didesoxirribonucleosfdio a extremidade de 
uma cadeia nascente de DNA, essa cadeia nao pode 
mais ser alongada por causa da ausencia da 3'-OI I 
necessaria para o alongamento. Usando as propor- 
goes apropriadas entre 2'-trifosfatos de desoxirribo- 
nucleosfdio e 2',3'-trifosfatos de didesoxirribonu- 
cleosfdios nas reagoes de sfntese de DNA in vitro , 
sao produzidas cadeias de DNA que terminam em 
todas as posiqoes de nucleotfdios possfveis. A sepa- 
ragao dessas cadeias de DNA nascentes por eletro- 
forese em gel e a deteegao de suas posigoes no gel 
com corantes fluorescentes sao usadas para identifi- 
car as sequencias nucleotfdicas (Figura 14.17). 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. O genoma humano (haploide) contem 3 X 10 <h pa¬ 
res de nucleotfdios de DNA. Se voce digerir uma 
preparagao de DNA liumano com Noll, uma en¬ 
donuclease de restrigao que reconhece e cliva a 
sequencia octamerica 5'-GCGGCCGC-3', quantos 
fragmentos de restrigao diferentes espera produzir? 
Suponha que as quatro bases {G, C, A e T) tenham 
igual prevalencia e sejam distribufdas alealoriamen- 
te no genoma humano. 

Resposta: Supondo que as quatro bases estejam presentes 
em quantidades iguais e sejam distribufdas aleato- 
riamente, a chance de ocorrencia de um nucleo- 
tfdio especffico em determinado sftio e de 1/4. A 
chance de ocorrer uma sequencia dinucleotfdica 
especffica {p. ex., AG) e igual a 1/4 X 1/4 = (1/4) 
e a probabilidade de uma sequencia octanucleotfdi- 
ca especffica e igual a (1/4) 8 ou 1/65.536. Portanto, 
Noll cliva essas moleculas de DNA, em media, uma 
vez em cada 65.536 pares de nucleotfdios. Se uma 
molecula de DNA linear for clivada em n sftios, se- 
rao produzidos n + 1 fragmentos. Um genoma de 3 
X 10 !1 pares de nucleotfdios deve conter aproxima- 
damente 45.776 (3 X 10 9 /65.536) sftios de clivagem 
Noll. Se todo o genoma humano fosse constitufdo 
de uma so molecula de DNA, Noll clivaria essa mo¬ 
lecula em 45.776 + 1 fragmentos. Considerando-se 
que esses sftios de clivagem estejam distribufdos em 
24 cromossomos diferentes, a digeslao completa do 


genoma humano por Noll deve produzir aproxima- 
damente 45.776 + 24 fragmentos de restrigao. 

2. O gene gin2 do milho, codificador da forma cloro- 
plastica da enzima glutamina sintetase, contem um 
so sftio de clivagem para HindLll, mas nao tern sftio 
de clivagem para EceRI. Voce recebe um vetor de 
clonagem plasmidial de E. coli com um unico sftio 
de clivagem para HindLll no gene amp, que confere 
resistencia ao antibiolico ampicilina na celula hos- 
pedeira, e um sftio de clivagem para £coRI especf¬ 
fico em um segundo gene let, o que torna a celula 
hospedeira resistente ao antibiotico tetraciclina. 
Voce tambern recebe uma linhagem de E. coli sensf- 
vel a ampicilina e tetraciclina ( amp' let j. Como voce 
criaria uma biblioteca de DNA genomico do milho 
que inclufsse clones com um gene gln2 completo? 

Resposta: O DNA genomico do milho deve ser purificado 
e dieerido com ffcoRI. O DNA vetor tambern deve 

o 

ser purificado e digerido com £coRI. Os fragmentos 
de restrigao 77<?RI do milho e as moleculas de DNA 
cortadas com £roRI terao extremidades monofila- 
mentares complementares (5'-AATT-3'). Em se- 
guida, os fragmentos de restrigao do milho devem 
ser misturados as moleculas de plasmfdios cortadas 
com EcoRl e inseridos por ligagao covalente nas mo¬ 
leculas vetores linearizadas em uma reagao depen- 
dente de ATP catalisada por DNA ligase. Essa re¬ 
agao de ligagao produz plasmfdios recombinantes 
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circulares, alguns dos quais contem insertos com 
.EcoRI do milho. A insergao de fragmentos de DNA 
de milho no sftio EcoRI do plasmidio desorganiza o 
gene let' de modo qne os plasmfdios recombinantes 
produzidos nao conferem mais resistencia a tetraci- 
clina as celulas hospedeiras, 

Enlao, as celulas de E. roll amp' let devem ser 
transformadas com o DNA do plasmidio recombi- 
nante e plaqueadas em meio contendo ampicilina 
para selecionar as celulas transformadas que abri- 
gam plasmfdios. A maioria das celulas nao e trans- 
formada e, portanto, nao cresce na presenga de am¬ 


picilina. As celulas que crescem em meio contendo 
ampicilina devem ser conservadas para analise. Essa 
colegao de celulas que abrigam diferentes fragmen¬ 
tos de EcoRI do genoma do milho representa uma 
biblioteca de clones que deve confer clones com 
um gene gin2 intacto ja que esse gene nao contem 
sftio de clivagem para EcoRI. Observe que o sftio 
HindLll do vetor poderia ser usado para construir 
uma biblioteca genbmica semelhante de fragmen¬ 
tos de Hindlll do milho, mas essa biblioteca nao 
conteria genes gin2 intactos em razao do sftio de 
clivagem para Hindlll em gin2. 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capaeidade analttica 




14.1 (a) Quais sao as semelhangas entre a introdugao de 
moleculas de DNA recombinantes em celulas hos¬ 
pedeiras e a mutagao? (b) Quais sao as diferengas? 

14.2 Nesta questao sao apresentados quatro diferentes 
filamentos simples de DNA. Qual deles, na forma 
bifilamenlar, deve ser clivado por uma endonucle¬ 
ase de restrigao? 

(a) ACTCGAGAATTCAGTCCG 

(b) GCCTCATTCGAAGCCTGA 
{c) CTCGCCAATTGACTCGTC 
(d) ACTCCAGTCCCGACTGCA 

14.3 Se a sequencia de pares de bases ao longo de uma 
molecula de DNA e totalmente aleatoria, qual e 
a frequencia esperada de uma sequencia de re- 
conhecimento por enzima de restrigao especffica 
com comprimento de (a) quatro e (b) seis pares 
de bases? 

14.4 Quais sao as diferengas entre as endonucleases de 
restrigao e outras endonucleases? 


14.9 Um desses procedimentos de clonagem de seg- 
mentos de DNA estranhos lira vantagem de en- 
donucleases de restrigao como a Hindlll (ver 
Tabela 14.1) que produzem extremidades monofi- 
lamentares complementares. Essas enzimas produ¬ 
zem extremidades complementares identicas em 
DNA estranhos clivados e no DNA de vetores em 
que e inserido o DNA estranho. Suponha que voce 
tenha inserido seu gene favorito no sftio Hindlll 
na regiao de policlonagem do vetor de clonagem 
Bluescript com DNA ligase, tenha amplificado o 
plasmidio contendo seu gene em E. coil e isolado 
uma grande quantidade de DNA do gene/Blue- 
script. Como excisaria seu gene favorito do vetor 
Bluescript? 

14.10 Voce faz parte de uma equipe de pesquisa que es- 
tuda a estrutura e a fungao de determinado gene. 
Sua fungao e clonar o gene. Existe um mapa de 
restrigao da regiao do cromossomo na qital o gene 
esta localizado, que e o seguinte: 


14.5 Qual e a utilidade das tecnologias de recombina- 
gao de DNA e clonagem genica para os geneticis- 
tas? 

14.6 O que determina os sftios de clivagem das molecu¬ 
las de DNA por uma endonuclease de restrigao? 

14.7 As endonucleases de restrigao sao instrumentos de 
grande valor para biologos. No entanto, e evidente 
que os genes codificadores de enzimas de restrigao 
nao evolufram para prover recursos para os cien- 
tistas. Qual e o possfvel valor das endonucleases 
de restrigao para os microrganismos que as produ¬ 
zem? 

14.8 Por que o DNA de um microrganismo nao e degra- 
dado por uma endonuclease de restrigao que ele 
produz, embora seu DNA contenha sequencias de 
reconhecimento normalmente clivadas pela endo¬ 
nuclease? 


Hindlll 


Sa/I 


Xbal 


PstI EcoRI 



EcoRI Hindlll 


A primeira tarefa e preparar uma biblioteca de 
DNA genomico que contenha clones com todo o 
gene. Descreva como voce prepararia essa bibliote¬ 
ca no vetor plasmidio Bluescript (ver Figura 14.3) , 
indicando que enzimas de restrigao, meios e celu¬ 
las hospedeiras usaria. 


14.11 Compare as sequencias de pares de nucleotfdios 
de clones de DNA genomico e clones de cDNA de 
genes especfficos de vegetais e animais superiores. 
Qual seria a diferenga mais frequente observada? 


14.12 A maioria dos genes de vegetais e animais clona- 
dos logo depois do desenvolvimento das tecnolo¬ 
gias de recombinagao do DNA codificava produtos 
sintetizados em grande quantidade em celulas es- 
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pecializadas. Por exemplo, cerca de 90% da protei- 
na sintetizada em hemacias maduras de mamiferos 
consistem em cadeias de a e [3-globina, e os genes 
da globina estavam entre os primeiros genes de 
mamiferos clonados. Por que os genes desse tipo 
eram tao prevalentes nos primeiros genes eucario- 
ticos clonados? 

14.13 Os clones genomicos do gene da glutamina sinte- 
tase cloroplastica ( gln2) do milho sao clivados em 
dois fragmentos por digestao pela endonuclease 
de restrigao HindU.1, enquanto os clones de uma 
sequencia completa de cDNA de gln2 do milho 
nao sao clivados por HindUl. Explique esses resul- 
tados. 


14.17 Os vetores de clonagem usados atualmente con- 
tem uma origem de replicagao, um gene marcador 
selecionavel (geralmente um gene de resistencia 
a antibioticos) e outro componente. Qual e esse 
componente e qual e sua fungao? 

4.18 O desenho desse problema mostra um mapa de res¬ 
trigao de um segmento de uma molecula de DNA 
Eco indica locais onde a endonuclease de restrigao 
£coRI corta o DNA, e Pst indica locais onde a enzima 
de restrigao PsfL corta o DNA, Os possiveis sitios de 
restrigao sao numerados de 1 a 6. As distancias entre 
os sitios de restrigao sao mostradas na escala inferior 
em pares de bases (pb). A linha grossa representa a 
parte da molecula homologa a uma sonda. 


14.14 Na ilustragao a seguir, a linha superior mostra 
um gene constitmdo de segmentos A-D. O cir- 
culo inferior mostra uma versao mutante desse 
gene, constituida de dois pedagos fundidos (A'-B', 
C'-D'), presente em um plasmidio. Voce tenta fa- 
zer a mutagenese direcionada de uma celula di- 
ploide por transformagao de celulas com o gene 
mutante clonado. O diagrama a seguir mostra o 
pareamento desejado do plasmidio e do cromos- 
somo imediatamente antes da recombinagao. 

x O Sonda x 

A I B)(C I | p 

A' 1 B' T ” I D 

x x 

Plasmidio 

Voce prepara o DNA a partir das celulas, digere-o 
com uma enzima que corta em x e hibridiza o DNA 
clivado com a sonda mostrada anteriormente. O 
diagrama a seguir mostra os possiveis resultados 
no Southern blot. 

1 2 3 4 5 






(a) Que pista mostra os fragmentos produzidos a 
partir do DNA na celula antes da transformagao? 

(b) Que pista mostra os fragmentos produzidos a 
partir do DNA na celula em que houve a mutage¬ 
nese dirigida prevista? (c) Qual desses padroes de 
blot seria esperado se houvesse dois crossing overs, 
um entre A e B, e o outro entre C e D? 

14.15 (a) Que procedimento experimental e realizado 
nas analises de Southern blot. Northern blot e Western 
blot ? (b) Qual e a principal diferenga entre as ana¬ 
lises de Southern blot. Northern blot e Western blot ? 

14.16 Qual e a principal vantagem da reagao em cadeia da 
polimerase (PCR) em relagao a outros metodos de 
analise da estrutura e fungao do acido nucleico? 



Pst Eco Pst Eco 

T T T T 


2 3 4 5 

5,000 pb | 3.000 pb | 4.000 pb 12,000 pb | 5.000 pb 



(a) Suponha que um organismo 1 tenha os sitios de res¬ 
trigao 1 a 6. Se o DNA for digerido por Pstl, quais 
sao os tamanhos esperados dos fragmentos de DNA 
que hibridizarao com a sonda? 

(b) Suponha que um organismo 2 tenha uma mutagao 
que eiimine o sitio 4. Se o DNA for digerido por 
Pstl, quais sao os tamanhos esperados dos fragmen¬ 
tos de DNA que hibridizarao com a sonda? 

(c) Suponha que um organismo 3 tenha uma mutagao 
que eiimine o sitio 5. Se o DNA for digerido por 
Pstl, quais sao os tamanhos esperados dos fragmen¬ 
tos de DNA que hibridizarao com a sonda? 

(d) Se o DNA do organismo 1 for digerido por Pstl e 
AcoRI, quais sao os tamanhos esperados dos frag¬ 
mentos de DNA que hibridizarao com a sonda? 

(e) Se o DNA do organismo 3 for digerido por Pstl e 
EcoRl, quais sao os tamanhos esperados dos frag¬ 
mentos de DNA que hibridizarao com a sonda? 


14.19 O gene da fibrose cistica ( CF) (localizagao: cromos- 
somo 7, regiao q31) foi clonado e sequenciado, e 
estudos de pacientes com FC mostraram que apro- 
ximadamente 70% deles sao homozigotos para um 
alelo mutante de CFque tem uma delegao especf 
fica de tres pares de nucleotfdios (equivalentes a 
um codon). Essa delegao resulta na perda de um 
residuo de fenilalanina na posigao 508 do produ- 
to genico previsto de CF. Suponha que voce seja 
um conselheiro genetico responsavel por orientar 
familias com historico de fibrose cistica (FC) em 
seu heredograma acerca do risco para os descen- 
dentes. Como voce faria o rastreamento do gene 
mutante CFAF508 em supostos pacientes com FC 
e em seus pais e parentes? O que a detecgao desse 
gene mutante em uma familia permitiria dizer so- 
bre as chances de outro caso de FC na familia? 


14.20 Os graos de cereais sao alimentos importantes 
para seres humanos e outros animais em muitas re¬ 
gibes do mundo. No entanto, a maioria deles tem 
conteudo inadequado de determinados aminoa- 
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cidos essentials para animais monogastricos como 
os seres humanos. Por exemplo, a quantidade de 
lisina, triptofano e treonina do milho e insuficien- 
te. Assim, um importante objetivo dos geneticistas 
de vegetais e produzir variedades de milho com 
maior teor de lisina no grao. Como pre-requisito 
para a produgao do milho rico em lisina, os bio¬ 
logos moleculares necessitam de mais informagoes 
basicas sob re a regulagao da biossmtese e a ativida- 
de das enzimas participantes da sintese de lisina. A 
primeira etapa da via anabolica especffica da bios¬ 
smtese de lisina e catalisada pela enzima di-hidro- 
dipicolinato sintase. Suponha que voce tenha sido 
contratado recentemente por um importante ins¬ 
titute de pesquisa de plantas nos EUA e instrufdo 
a isolar um clone da sequencia de acido nucleico 
codificadora da di-hidrodipicolinato sintase no mi¬ 
lho. Descreva resumidamente quatro tecnicas dife- 
rentes que poderia usar na tentativa de isolar esse 
clone e inclua pelo menos um metodo genetico. 

14.21 Voce acabou de isolar um mutante da bacteria Shi¬ 
gella dysenteriae resistente ao antibiotico canamici- 
na e quer caracterizar o gene responsavel por essa 
resistencia. Elabore um protocolo que use a sele- 
gao genetica para identificar o gene de interesse. 

14.22 Voce isolou um clone de cDNA codificador de 
uma protema de interesse em um eucarioto supe¬ 
rior. Esse clone de cDNA nao e clivado pela endo¬ 
nuclease de restrigao EcoRI. Quando esse cDNA 
e usado como sonda radioativa para analise de 
hibridizagao por blot do DNA genomico digerido 
por EcoRI, observam-se tres bandas radioativas no 
Southern blot resultante. Esse resultado indica que o 
genoma do eucarioto em questao contem tres co- 
pias do gene codificador da proteina de interesse? 

14.23 Uma molecula linear de DNA e submetida a diges- 
tao simples e dupla por endonucleases de restrigao 
e sao obtidos os seguintes resultados: 


Desenhe o mapa de restrigao dessa molecula de 
DNA. 


14.25 Voce esta estudando uma molecula de DNA de 
plasmidio circular com 10,5 quilopares de bases 
(kb). Ao digerir esse plasmidio com endonuclea¬ 
ses de restrigao BamHl, EcoRI e Hindlll, isoladas 
e em todas as combinagoes possiveis, obtem-se 
fragmentos de restrigao lineares com os seguintes 
tamanhos: 

Enzimas Tamanhos dos fragmentos (em kb) 


BamHl 

EcoRI 

Hindlll 

BamHl + EcoRI 

BamHl + Hindlll 

EcoRI + Hindlll 

BamHl + EcoRl+ Hindlll 


7,3, 3,2 
10,5 

5,1, 3,4, 2,0 

6,7, 3,2, 0,6 

4,6, 2,7, 2,0, 0,7, 0,5 

4,0, 3,4, 2,0,1,1 

4,0, 2,7, 2,0, 0,7, 0,6, 0,5 


Desenhe um mapa de restrigao do plasmidio com- 
pativel com seus dados. 


14.26 Os aparelhos automaticos de sequenciamento de 
DNA usam corantes fluorescentes para detectar 
as cadeias de DNA nascentes sintetizadas na pre- 
senga dos quatro finalizadores de cadeia didesoxi 
(ddX), cada um deles marcado com um diferen- 
te corante fluorescente. A fluorescencia de cada 
corante tern um comprimento de onda diferente, 
registrado por uma f’otocelula quando os produ- 
tos das reagoes sao separados por eletroforese ca- 
pilar em gel (ver Figura 14.17). Nas reagoes de 
sequenciamento classicas, as cadeias que termi- 
nam com ddG tern fluorescencia azul-escura (na 
imagem impressa os picos sao pretos); as cadeias 
que terminam com ddC, azul-clara; as cadeias 
que terminam com dcLA, verde; e as cadeias que 
terminam com ddT, vermelha. A imagem impres¬ 
sa da sequencia de um segmento curto de DNA e 
a seguinte: 


Enzimas Tamanhos dos fragmentos (em kb j 

EcoRI 2,9, 4,5, 7,4, 8,0 

Hindlll 3,9, 6,0, 12,9 

EcoRI e Hindlll 1,0, 2,0, 2,9, 3,5, 6,0, 7,4 

Desenhe o mapa de restrigao definido por esses 
dados. 

14.24 Uma molecula circular de DNA e submetida a di- 
gestao simples e dupla por enzimas de restrigao, e 
os produtos sao separados por eletroforese em gel. 
Os resultados sao (os tamanhos dos fragmentos es- 
tao em kb): 


EcoRI 

EcoRI e 
Hindlll 

Hindlll 

BamHl 

EcoRI e 

BamHl 

Hindlll 
e Band II 

8 

5 

12 

6 

6 

6 

4 

4 


6 

4 

5 


3 



2 

1 


Primeiro 

niiriftntiriin 



Qual e a sequencia nucleotidica do filamento nas- 
cente de DNA? 

Qual e a sequencia nucleotidica do filamen- 
to-molde de DNA? 

14.27 Dez microgram as de um fragmento de restrigao 
Hpal com dez pares de nucleotfdios foram isolados 
do cromossomo de DNA bifilamentar de um pe- 
queno virus. Caudas poli(A) de oito nucleotidios 
foram acrescentadas as extremidades 3' dos dois 
filamentos usando a enzima transferase terminal 
e cLATP; isto e, 
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5-X XXXXXXXX X-3' 

3'-X 'X'X'X'X'X'X'X'X'X'-5' 

1 terminal transferase, dATP 
5-XXXXXXXXX X AAAA AAAA-3' 
3'-A A AAA AAA X'X'X'X'X'X'X'X'X'X'-5' 

em que X e X' podem ser qualquer um dos quatro 
nucleotfdios usuais, mas X' e sempre complemen- 
tar a X. 

Os dois filamentos complementares (filamento 
“Watson” e filamento “Crick”) foram separados e 
sequenciados pelo metodo de finalizagao da ca- 
deia por 2',3'-trifosfato de didesoxirribonucleosf- 
dio. As reagoes foram iniciadas com um octamero 
poli(T) sintetico; isto e, 

Filamento Watson 

3'-A A A A A A A A X’X’X’X’X’X’X’X’X’X’-S' 

5'-T x T T T T T T-OH 

Filamento Crick 

5'-X X X X X X X X X X A A A A A AAA-3' 

HO-T TTTTTTT-5' 

Foram preparadas duas reagoes de sequenciamen- 
to de DNA. A reagao 1 continha o filamento Wat¬ 
son molde/iniciador mostrado; a reagao 2 conti¬ 
nha o filamento Crick molde/iniciador. As duas 
reagoes de sequenciamento continham DNA poli- 
merase e todos os outros substratos e componen- 
tes necessarios para a sfntese in vitro de DNA, alem 
dos quatro 2',3'-trifosfatos de didesoxinucleosfdio 


finalizadores de cadeia usuais — ddTTP, ddCTP, 
ddATP e ddGTP — cada um deles marcado com 
um corante fluorescente diferente. A fluoresce n- 
cia de cada corante tern um comprimento de onda 
diferente, registrado por uma fotocelula quando 
os produtos das reagoes sao separados por eletro- 
forese capilar em gel (ver Figura 14.17). Na reagao 
de sequenciamento classica, as cadeias que termi- 
nam com ddG tem fluorescencia azul-escura (na 
imagem impressa os picos sao pretos); as cadeias 
que terminam com ddC, azul-clara; as cadeias que 
terminam com ddA, verde; e as cadeias que ter¬ 
minam com ddT, vermelha. O resultado impresso 
na reagao de sequenciamento 1, cujo molde era o 
filamento Watson, e a seguinte: 



Nucleotidio: 1 10 


Desenhe a imagem esperada na reagao de sequen¬ 
ciamento 2, cujo molde era o filamento Crick, no 
quadro a seguir. Lembre-se de que a sfntese de 
DNA ocorre sempre na diregao 5' —» 3' e que a lei- 
tura da sequencia do filamento nascente e 5' —* 3' 
da esquerda para a direita no resultado impresso. 


Nucleotidio: 1 10 
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Neste capftulo, analisamos um teste de DNA para um 
dos alelos mutantes mais prevalentes causador de fibrose 
cistica, e no Capftulo 16 (Figura 16.2) examinaremos um 
teste de DNA para genes mutantes causadores de doenga 
de Huntington. 

1. Existem testes de DNA para genes mutantes causadores 
de outras doengas humanas hereditarias? Em caso 
afirmativo, cite algumas das doengas para as quais 
existem testes de DNA atualmente? 

2. Cite algumas das tecnicas moleculares usadas nesses 
testes de DNA: eletroforese era gel; PCR; Southern blot. 


3. Esses testes sao confiaveis? Podem ser aplicados a 
celulas fetais obtidas por amniocentese? As celulas 
isoladas obtidas de pre-embrioes de oito celulas? 

Dica: No sited o NCBI, clique em Human Genome, depois 
em OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) e 
digite “DNA tests for mutant alleles” no campo de busca. 
Visite tambem o site http://www.genetests.org para obter 
informagoes sobre 607 laboratories que oferecem testes 
para 1.549 doengas geneticas humanas. 
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Genomica comparativa 

O genoma do homem de 
Neandertal | Revelagoes sobre 
nossos ancestrais 

Acredita-se que os homens de Neandertal (Homo neandertha- 
iensis ) sejam nossos parentes mais proximos na escala evolutiva. 
Eles viveram na Europa e na Asia entre cerca de 130.000 e, talvez, 
28.000 anos atras, quando foram extintos. O nome Neandertal foi 
usado para denomina-los porque eles foram reconhecidos depots 
que cientistas estudaram um cranio e outros ossos encontrados por 
mineiros na Alemanha, no Vale Neander (Neandertal, em alemao). 
Os homens de Neandertal coexistiram com nossos ancestrais na 
Europa no periodo de 45.000 a 30.000 anos atras, e talvez no Orien- 
te Medio ha 80.000 anos, de acordo com os registros arqueologicos 
de cavernas na regiao. Na verdade, tanto os homens de Neandertal 
quanto os primeiros humanos viviam em cavernas, tinham ferra- 
mentas semelhantes e usavam langas para cagar cervos e gazelas. 
Assim, a grande questao sempre foi: houve reprodugao, com troca 
de genes, entre nossos ancestrais e os neandertais? Paleoantropolo- 
gistas nunca haviam chegado a um consenso sobre a resposta a essa 
pergunta - ate ha muito pouco tempo. 

Em maio de 2010, obteve-se uma resposta afirmativa quando 
uma equipe de pesquisa internacional liderada por Svante Paabo 
publicou aproximadamente dois tergos da sequencia do genoma 
neandertal. Como os cientistas podem sequenciar o DNA de uma 
especie extinta? Uma possibilidade e encontrar amostras congela- 
das e muito bem preservadas em gelo, como os mamutes-lanosos 
descobertos na Siberia. A outra possibilidade - usada para sequen¬ 
ciar o genoma do homem de Neandertal - e usar o DNA extraido 


dos ossos. Os ossos contem DNA que permanece intacto mui¬ 
to tempo depois da morte do animal, e os pesquisadores con- 
seguiram sequenciar fragmentos de DNA extraidos dos ossos 
de tres femeas de Neandertal que viveram na caverna Vindija, 
na Croacia, ha cerca de 40.000 anos. Graqas ao sequenciamen- 
to repetido de fragmentos curtos de DNA e a retirada cuida- 
dosa de sequencias de DNA microbiano contaminantes, Paabo 
e seus colaboradores reuniram quase dois tergos do genoma 
do homem de Neandertal. 



Foto de um homem que passeia com o cachorro visto atraves da st- 
ihueta vazada de um homem de Neandertal em um monumento em 
Mettmann, Alemanha, onde foram descobertos os primeiros fosseis 
de Neandertal. 
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Depois de montar quase 60% do genoma neandertal, a equi- 
pe de pesquisa comparou a sequencia com as sequencias de cin- 
co seres humanos vivos - da China, Franca, Papua-Nova Guine, 
Africa do Sul e Africa Ocidental, respectivamente, O resultado foi 
um tanto surpreendente, porque uma compara^ao anterior das 
sequencias de DNA mitocondrial das duas especies nao mostrou 
nenhum vestigio de sequencias de DNA humano no DNA mito¬ 
condrial neandertal e vice-versa. Eles descobriram que 1 a 4% dos 
genes de europeus e asiaticos, mas nao de africanos, sao herdados 
do homem de Neandertal. Esses resultados indicam que houve 
intercruzamento de neandertais e seres humanos ha cerca de 
80.000 anos, depois que os seres humanos deixaram a Africa, mas 
antes de se dispersarem na Europa e na Asia. Portanto, os geno- 
mas dos seres humanos que permaneceram na Africa depois desse 
perfodo de intercruzamento nao contem sequencias neandertais. 

Agora que a pergunta sobre a reproduqao entre homens de Ne¬ 
andertal e seres humanos foi respondida, a sequencia do genoma 
do homem de Neandertal pode solucionar outras duvidas acer- 
ca da evoluqao humana? Que genes tornam "humanos” os seres 


humanos? O que causou a extinqao do homem de Neandertal 
e fez com que o ser humano se tornasse a especie dominante 
no planeta? Que genes humanos evoluiram desde a divisao entre 
seres humanos e neandertais? A equipe que pesquisa o genoma 
do homem de Neandertal identificou alguns genes que podem ser 
importantes para distinguir as duas especies. Eles incluem genes 
associados ao desenvolvimento cognitivo e osseo; no entanto, e 
necessario pesquisar mats para avaliar seu significado. 

Esse e o fim da historia? Nao! Atualmente os cientistas estao 
tentando reconstituir o genoma dos denisovanos, primos dos ne¬ 
andertais, que viveram na Asia no perfodo de aproximadamente 
400.000 a 50.000 anos atras. Os paleoantropologistas acreditam 
que houve intercruzamento dos denisovanos com os ancestrais 
dos atuais habitantes da Nova Guine. Agora os cientistas extrai- 
ram o DNA dos denisovanos de um osso do dedo e de um dente 
encontrados em uma caverna na Siberia. Os resultados obtidos 
ate hoje indicam que 4,8% do DNA da populaqao da Nova Guine e 
derivado do genoma denisovano.Aonde vamos agora? O proximo 
genoma sequenciado sera o de Lucy? 



Gregor Mendel estudou os efeitos de sete genes sobre os 
traqos das ervilhas, mas explorou no maxi mo ires genes 
em cada cruzamento. Os geneticistas atuais podem estu- 
dar a expressao de todos os genes - o genoma completo 
- de um organismo em um unico experimento. Em feve- 
reiro de 2011, ja haviam sido determinadas as sequencias 
nucleotidicas completas de 2.585 virus, virus incomplelos 
e viroides, 735 plasmfdios, 2.362 mitocdndrias, 201 cloro- 
plastos, 94 arqueobacterias, 1.318 bacterias verdadeiras e 
41 eueariotos. Alem disso, foram sequenciados os geno- 
mas de outros 370 eueariotos, e as sequencias estao sendo 
montadas para formar sequencias genomicas completas. 
Estao em andamento projetos de sequenciamento de ou¬ 
tros 630 genomas eucarioticos, e ja estao disponrveis as se¬ 
quencias genomicas completas de varios seres humanos. 
Por fim, como foi discutido no Capitulo 9, o objetivo do 
Projeto 1.000 Genomas e sequenciar no minimo 2.500 ge¬ 
nomas de pessoas que representam gnipos ancestrais de 
todo o mundo. Na verdade, alguns cientistas preveem a 
possibilidade de sequenciar um genoma humano comple¬ 
to ao custo de apenas mil dolares no futuro proximo. 

A lisla de eueariotos cujos genomas foram sequen¬ 
ciados inclui importantes organismos-modelo em gene- 
tica: o fermento do pao, Saccharomyces cerevisiae; a mos- 
ca-das-frutas, Drosophila melanogaster e a planta Arabidopsis 
thaliana. Inclui ainda o protozoario Plasmodium falcipa¬ 
rum, causador da forma mais perigosa de malaria, e o 
mosquito Anopheles gambiae, que e o organismo hospedei- 
ro principal responsavel pel a transmissao dessa doenca. 
O bicho-da-seda (Bombyx rnori ), um inseto importante do 
ponto de vista economico, esta na lista, assim como varios 
vertebrados: o camundongo (Mus musculus ); a ratazana 


(Rattus norvegicus) ; o galo-banquiva - ancestral da gali- 
nha domestica (Callus gallus); o baiacu japones (Fugu ru- 
bripes) ; o chimpanze ( Pan troglodytes) , nosso parente vivo 
mais proximo; e nossa propria especie (Homo sapiens). 

Um dos objetivos originais do Projeto Genoma IIu- 
mano era determinar a sequencia nucleotidica comple- 
ta do genoma humano ate 2005. Ao que se revelou, as 
dtias primeiras versoes da sequencia - uma feita por um 
consorcio publico e a outra por uma companhia privada 
- foram publicadas em fevereiro de 2001. Na verdade, 
uma sequencia quase completa do genoma humano com 
99% do DNA eucromatico foi divulgada em outubro de 
2004, 1 ano antes do prazo original. O sequenciamento 
do genoma de nosso parente vivo mais proximo, o chim¬ 
panze (Pan troglodytes) , foi conclmdo em 2006, e cerca de 
dois terqos da sequencia do genoma de nosso parente 
mais proximo na escala evolutiva, o extinto homem de 
Neandertal (Homo neanderthalensis), foram publicados 
em 2010. 

Os rapidos avanqos da tecnologia de sequenciamento 
de DNA ocorridos durante as duas ultimas decadas tor- 
naram possivel que os pesquisadores reunissem grande 
quantidade de dados sequenciais. Agora, os novos apare- 
lhos de sequenciamento de segunda geragao possibilitam 
sequenciar genomas humanos completos em 1 dia (Capi¬ 
tulo 14). No entanto, nem sempre o sequenciamento foi 
tao facil. Robert Holley, ganhador do Premio Nobel de 
1968, levou varios anos para identificar a sequencia de 77 
nucleotidios do tRNA da alanina de levedura (ver Figu- 
ra 12.12). Alguns dos principals avanqos na tecnologia de 
sequenciamento, bent como alguns pontos de referenda 
no estudo dos genomas, sao destacados na Figura 15.1. 
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Avancos importances no 
sequenciamento do DNA 






1979 



1980 

- 1 

_ 1 

i _ 

1986 





Miescher: descobriu o DNA 

Avery: demonstrou que o DNA era o “material genetico” 

Watson e Crick: descobriram a estrutura de dupla helice do DNA 


Holley: sequenciou o tRNA Ala de levedura 

• Metodos especificos de digestao do RNA e cromatografia foram 
usados para sequenciar o RNA; foi necessario usar grande quantidade 
de amostra. 

Wu: sequenciou o DNA da extremidade coesiva de X. 

• Usou-se o conceito de sintese com iniciador e eletroforese 2D; as 
amostras foram marcadas e a quantidade de material necessaria foi menor. 

Sanger: desenvolveu o procedimento de sequenciamento por terminacao didesoxi. 

Gilbert: desenvolveu o protocolo de sequenciamento por degradacao quimica 

• Desenvolvimento dos conceitos de finalizacao da cadeia e degradacao quimica. 

• A eletroforese em gel de poliacrilamida foi usada para separar fragmentos de DNA. 

Goad: propos o prototipo do GenBank 


Messing: desenvolveu vetores de clonagem M13 

• Apiicacao do sistema de clonagem. 

Hood: desenvolveu o sistema de sequenciamento parcialmente automatizado 

• As reacoes de sequenciamento foram otimizadas. 

• Apiicacao de estrategias de sequenciamento variadas e inicio do tratamento de 
dados assistido por computador. 

Watson: inicio do projeto genoma humano 



Venter: sequenciamento dos primeiros genomas bacterianos 

• Apiicacao de instruments automaticos de sequenciamento fluorescente e 
operacoes robotic as ao processo. 

• Introducao do conceito de sequenciamento por PGR. 

Consorcio internacional de cientistas: sequenciamento do primeiro genoma 

de levedura eucariotica 

* Colaboracoes entre equipes de cientistas. 

PerkinElmer, Inc.: desenvolveu sequenciador de 96 capilares 

* 0 sistema de sequenciamento por eletroforese de 96 capilares totalmente automatico 
torna-se disponivel para laboratories de pequisa. 

Sequencia completa do genoma de Caenorhabditis eiegans 

Sequencia completa da porcao eucromatica do genoma de Drosophila 
melanogaster 

Sequencia completa do genoma de Arabidopsis thaliana 

Cientistas do International Human Genome Sequencing Consortium e 
de Celera Genomics: publicacao das primeiras versdes da sequencia 
do genoma humano. 

Cientistas do International Rice Genome Sequencing Project e de Syngenta: 
primeiras versdes das sequencias ge nomicas de duas 
subespecies de arroz; 

Mouse Genome Sequencing Consortium: primeira versao da sequencia 
do genoma do camundongo 

International Human Genome Sequencing Consortium: sequencia 
quase completa (99% da eucromatina) do genoma humano 

Dominio das maquinas de sequenciamento da “proxima geracao” 

- 454, lllumina, SOLID 

Publicacao da sequencia de mais de 60% do genoma do homem de Neandertal 


■ FICURA 15.1 Avangos na eficiencia do sequenciamento de DNA, atguns dos desenvolvimentos tecnoiogicos que aumentaram a produtividade 
dos sequenciadores e a [guns marcos no sequenciamento do DNA. A prinefpio, todas as eta pas do sequenciamento de DNA eram manuals, o 
que tornava o processo multo trabaihoso. Hoje os aparelhos de sequenciamento totalmente automaticos aumentaram muito sua eficiencia. 
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Atualmente, ha um acumulo diario de quantidades 
enormes de dados sobre sequencias. A .maioria e resultado 
de projetos de pesquisa financiados por orgaos governa- 
mentais - os National Institutes of Health (Nil I), a Natio¬ 
nal Science Foundation (NSF) e o Department of Energey 
(DOE) nos ELI A - e orgaos equivalentes em outros paises. 
Portanto, esses dados sao ptiblicos e estao disponiveis para 
qualquer pessoa que queira usa-Ios. A divulgagao das se¬ 
quencias foi realizada pela criagao de banc os de dados ofe- 
recidos gratuitamente na internet em http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi (ver Em foco: GenBank). 

E claro que nao basta disponibilizar os bancos de da- 
dos. E preciso saber extrair informagoes deles - isto e, “ga- 
rimpar” os bancos de dados - e analisar as informagoes 
extrafdas com eficiencia e precisao. Esse processo requer 
um software que explore as vastas sequencias de DNA em 
genomas de interesse. A necessidade desse tipo de softwa¬ 
re gerou uma nova especialidade cientifica denominada 
bioinformatica. Matematicos, cientistas da computagao e 
biologos moleculares que trabalham nessa especialidade 
desenvolvem algoriLmos de busca que extraem informa- 
cdes dos dados das sequencias de DNA e proteinas. 

A disponibilidade de todas as sequencias genomicas 
abriu as portas para analises bioinformaticas e para es- 


tudos funcionais dos genes contidos nessas sequencias. 
Microarranjos - inclusive os denominados chips genicos 
- possibilitam que os cientistas investiguem simultanea- 
mente a expressao de todos os genes de um organismo 
(veja a segao Ensaios de RNA e proteinas da fungao ge¬ 
nomica, neste capitulo). Outros procedimentos usam 
sequencias nucleou'dicas conhecidas para dissecar vias 
metabolicas por “inibigao” ou desativagao da expressao 
de genes (veja a segao Genetica reversa, no Capitulo 16). 

Neste capitulo discutiremos alguns dos metodos e 
tecnicas usados para estudar a estrutura e a fungao dos 
genomas, examinaremos o progresso espetacular do Pro- 
jelo Genoma Humano e veremos como as comparagoes 
dos genomas podem contribuir para nossa compreensao 
da evolugao. No proximo capitulo, examinaremos ou¬ 
tros avail gos tecnicos - analise do perfil de DNA, terapia 
genica humana e a produgao de microrganismos trans- 
genicos, vegetais e animais. Veremos tambem como os 
geneticistas identificaram os genes defeituosos respon- 
saveis por dois tragicos disturbios humanos, doenga de 
Huntington e fibrose cfstica. Os procedimentos usados 
para identificar esses genes tornaram-se paradigmas me- 
Lodologicos para a identificagao de muitos outros genes 
relacionados com doengas em seres humanos. 



GenBank 


E m 1979, Walter Goad, fisico do Los Alamos National Labora¬ 
tory (LANL), no Novo Mexico, teve a ideia de criar um banco 
de dados que contivesse todas as sequencias de DNA conhe¬ 
cidas. De 1982 a 1992, Goad e seus coiegas inseriram sequencias 
no banco de dados - agora denominado GenBank - e foram re- 
sponsaveis por sua manutengao no LANL Hoje, esse banco de da¬ 
dos e mantido pelo National Center for Biotechnology Informa¬ 
tion (NCBf), que e parte da National Library of Medicine (NLM) 
nos National Institutes of Health (NtH) em Bethesda, Maryland. 
O conteudo do banco de dados cresceu muito desde a criagao 
por Goad e seus coiegas. No fim de 1982, o GenBank continha 
680.338 pares de nucleotldios de DNA sequenciado, mas, em ja- 
neiro de 2011, continha mais de 117 bilhoes de pares de nucleo¬ 
tldios (Figura 1). 

Bancos de dados semelhantes ao GenBank tambem foram cria- 
dos na Europa e no japao. O European Molecular Biology Labo¬ 
ratory (EMBL) Data Library foi criado na Alemanha, em 1980, e 
o DNA DataBank of japan (DDBJ), em 1984. Depois, GenBank, 
EMBL e DDBJ uniram forgas e formaram o International Nucleo¬ 
tide Sequence Database Collaboration, que possibilita a pesquisa 
simultanea nos tres bancos de dados. O desenvolvimento de pro- 
gramas de busca e recuperagao que examinam os bancos de dados 
a procura de sequencias semelhantes as sequencias inseridas pro- 
porcionou aos cientistas um importante instrumento de pesquisa. 
Em particular, o sistema de recuperagao Entrez, do NCBI, mostrou- 
se inestimavel. Esse sistema esta disponivel gratuitamente em 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez. A quantidade de informagoes 
disponiveis no site do Entrez aumenta a cada ano. Abrange nao 
apenas os bancos de dados de sequencias de DNA e proteinas, 


mas tambem um enorme banco de dados bibliograficos, denomi¬ 
nado PubMed, que contem a maioria dos periodicos de medicina 
e biologia. Atualmente, e possivel pesquisar simultaneamente em 
todos esses bancos de dados usando a ferramenta de busca de in- 
formagoes cruzadas globais do NCBI, e a pagina de busca mostra o 
numero de itens encontrados (/'. e., os "resultados") em cada banco 
de dados. Por exemplo, uma busca em todos os bancos de da¬ 
dos por "HBB" [abreviatura de human beta-globin gene (gene da 
betaglobina humana)] mostra 948 resultados em PubMed Central 
(artigos completos e gratuitos de periodicos), 57 livros, 1.725 re¬ 
sultados de nucleotidios (sequencias no GenBank), 726 resultados 
de SNP (polimorfismos de nucleotidio unico), e assim por diante. 

A discussao de todos os bancos de dados que podem ser pes- 
quisados com Entrez esta muito alem do ambito deste livro. Re- 
comendamos que voce visite o site e explore os bancos de dados. 
Eles incluem os bancos PubMed e DNA ja mencionados, e bancos 
de dados de sequencias de proteinas, estruturas macromolecula- 
res tridimensionais, cromossomos e genes associados ao cancer, 
sequencias expressas, polimorfismos de nucleotidio unico, se¬ 
quencias genomicas completas, e muito mais. 

Fagamos uma pesquisa no Entrez para ilustrar seu funciona- 
mento. Suponha que voce tenha acabado de determinar a se¬ 
quence nucleotidica de um segmento de DNA de um organismo 
de interesse e queira saber se esse DNAja foi sequenciado ou se e 
semelhante as sequencias encontradas em algum banco de dados. 
Um dos mecanismos mais rapidos para obter essa informagao e 
a busca BLAST (8asic Local Alignment Search Tool) com a inser- 
gao de sua sequencia como dado. Comecemos na home page do 
NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov. Primeiro e preciso se conectar, ou se 
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registrar, se for a primeira vez que usa o software no site, Depois, 
selecione "BLAST" na lista Popular Resources e, em segui da, "nucle¬ 
otide blast". Cole a seguinte sequencia na caixa de busca. 

5'-ATGAGACAAATTCTTCATATTCAAGGAGGTCAGTGCGCAAACCAGATCGC 
AGCTAAGTT CT GGG A AGTTATTTGCG GC GAGCACGGTATT GAT C AAACCG-3' 

Antes de clicar no botao "BLAST!”, de um nome a pesquisa no 
campo '‘job Title" (p. ex., seu nome) e escolha "Nucleotide collec¬ 
tion (nr/nt)” como "Database." Agora, clique no botao "BLAST!". 
Os resultados devem aparecer em aproximadamente 10 segundos. 
Devem induir Lima lista de sequences produtoras de alinhamen- 
tos relevantes {sequences producing significant alignments) e o alt- 
nhamento de cada sequencia com a sequencia usada na consulta. 

As seis primeiras sequences sao sequendas do mesmo gene 
obtidas de maneira independente, o gene da (39 turbulina de Ara- 
bidopsis thaliana; as demais sao sequendas independentes de 
genes intimamente relacionados na mesma especie e em espedes 
relacionadas. Observe que a sequencia consultada e exatamente 
igual as seis primeiras sequendas e e diferente das sequendas 9 
a 12 (o gene da [38 tubulina de A. thaliana) em 12 posiqoes de 
nucleotfdios. Essas duas sequendas sao membros de uma famflia 
de genes que codifica um grupo de protefnas muito semelhantes 
com funqoes iguais ou muito similares. 

Suponha que voce queira saber mais sobre as sequendas iden- 
tificadas em sua busca. Seledonemos a sequencia de numero 6, 
com numero de acesso M84706; clique no numero de acesso. 
Voce sera levado a uma pagina com a sequencia apresentada ao 
GenBank junto com informaqoes sobre a sequencia e a publicaqao 
original (Snustad eta/., 1992), Para ler uma copia dessa publicaqao, 
basta clicar no numero do artigo PUBMED (1498609). Primeiro, 
aparecera o Abstract do artigo. Se clicar em "Free Full Text", voce 
podera baixar uma copia de todo o artigo. 

Essa breve exploraqao do site Entrez ilustra a capacidade e a 
convenience do software e os bancos de dados disponiveis. Sem 
esses instrumentos, os geneticistas estariam em apuros para en- 
contrar um sentido no grande numero de sequences de DNA dis¬ 
poniveis atualmente. 


■ FICURA 1 Expansao do GenBank desde seu inicio, em 1982, ate 
2011. As ordenadas a esquerda e a direita mostram o tamanho da 
coleqao em numero de sequences de DNA (vermelho) e numero 
de pares de nucleotidios (azul), respectivamente. O numero de 
sequences diferentes aumentou de 606, no fim de 1982, para 
122,9 milhoes, no inicio de 2011. 
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A genomica e a subespecialidade da genetica que se dedi- 
ca ao estudo da estrutura e da fungao de genomas inteiros. 

Os geneticistas usaram o termo genomo, durante mais de 
sete decadas para denominar uma copia compLeta das 


informagoes geneticas ou um conjunto completo de cro- 
mossomos (monoploides ou haploides) de um organis- 
mo. Ja o termo genomica e relativamente novo. Aparen- 
temente, a palavra genomics foi cunhada em 1986 por 
Fhomas Roderick para denominar a subespecialidade da 
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genetica responsavel por mapear, sequenciar e analisar 
as fungoes de genomas inteiros e para nomear urn novo 
periodico — Genomics — dedicado a divulgagao de novas 
informagoes dessa subespecialidade. 

A medida que surgiram mapas e sequencias mais de- 
talhados dos genomas, a subespecialidade genomica foi 
dividida em genomica estrutural — o estudo da estrutura do 
genoma, genomica fundonal — o estudo da fungao do ge- 
noma, e genomica comparativa — o estudo da evolugao do 
genoma. A genomica funcional inclui analises do trans- 
criptoma, o conjunto completo de RNA transcritos de um 
genoma, e do proteoma, o conjunto completo de protef- 
nas codificadas por um genoma. Na verdade, a genomica 
funcional gerou uma especialidade totalmente nova, a 


protedmica, cujo objetivo e determinar as estruturas e fun- 
goes de todas as protefnas de um organismo. 

Enquanto a genomica estrutural esta bastante avanga- 
da e ja identificou as sequencias nucleotfdicas comple- 
tas de muitos organismos, a genomica funcional esta em 
uma fase de crescimento explosivo. Novas tecnologias de 
hibridizagao em arranjo e chip genico possibilitam que 
os pesquisadores monitorem a expressao de genomas 
completos — todos os genes de um organismo — em varios 
estagios de crescimento e desenvolvimento ou em res- 
posta a alteragoes ambientais. Esses instrumentos novos e 
eficientes prometem oferecer muitas informagoes sobre 
genes e o mecanismo como interagem entre si e com o 
ambiente. 


PONTOS ESSENCIAIS A genomica e a subespecialidade da genetica dedicada ao mapeamento, ao sequenciamento e a 

andlise funcional e comparativa dos genomas. 


Correlagao de mapas geneticos, citologicos 
e ffsicos de cromossomos 


As localizagoes cromossomicas de genes e de outros 
marcadores moleculares podem ser mapeadas com base 
nas frequencies de recombinagao, posigoes relativas as 
caracteristicas citologicas ou distancias fisicas. 

A capacidade dos cientistas de identificar e isolar genes 
com base em informagoes sobre sua localizagao no ge¬ 
noma foi uma das primeiras contribuigoes importantes 
da pesquisa genomica. Em princfpio, esse metodo, co- 
nhecido como clonagem positional, pode ser usado para 
identificar e clonar qualquer gene com efeito fenotipico 
conhecido em qualquer especie. A clonagem posicional 
foi amplamente usada em muitas especies, inclusive em 
seres humanos. Na verdade, no Capftulo 16, abordare- 
mos o uso da clonagem posicional para identificar os ge¬ 
nes humanos responsaveis pela doenga de Huntington e 
pela fibrose cfstica. 

Como a utilidade da clonagem posicional depende 
da disponibilidade de mapas detalhados das regioes dos 
cromossomos onde estao os genes de interesse, os prin¬ 
cipals esforgos concentraram-se no desenvolvimento de 
mapas detalhados do genoma humano e de genomas de 
importantes organismos-modelo, como D. melanogaster, C. 
elegans e A. thaliana. O objetivo dessa pesquisa e construir 
mapas geneticos e ffsicos correlacionados com marcado¬ 
res distribufdos a intervalos relativamente curtos em todo 
o genoma. No caso dos genomas humanos e de Drosophi¬ 
la, os mapas genetico e fisico tambem podem ser correla¬ 
cionados com mapas citologicos (padroes de bandas) dos 
cromossomos (Figura 15.2). Trataremos da construgao des¬ 
ses mapas nas segoes subsequentes deste capftulo. 

E preciso lembrar que os mapas geneticos (Figura 15.2, 
esquerda) sao construfdos a partir das frequencias de re- 


combinagao, sendo 1 centiMorgan (cM) igual adistancia 
que produz uma frequencia media de recombinagao de 
1% (Capftulo 7). Os mapas geneticos com marcadores 
dispostos a intervalos curtos — mapas geneticos de alta 
densidade — geralmente sao construfdos usando mar¬ 
cadores moleculares como fragmentos de restrigao de 
diferentes comprimentos (polimorfismos do comprimento 
do fragmento de restrigao [RFLP ]). Os mapas citologicos 
(Figura 15.2, centro) sao baseados nos padroes de ban- 
deamento dos cromossomos observados ao microscopio 
depois do tratamento com varios corantes (Capftulo 6). 
Os mapas ffsicos (Figura 15.2, direita), como os mapas de 
restrigao (Figura 15.2, em cima a direita) analisados no 
Capftulo 14, sao baseados nas distancias moleculares — 
pares de bases (pb), quilobases (kb, 1.000 pb) e megaba- 
ses (mb, 1 milhao de pb) — entre sftios nas moleculas de 
DNA gigantes presentes em cromossomos. Os mapas ffsi¬ 
cos geralmente con tern as localizagoes de clones genomi- 
cos superpostos ou contigs (Figura 15.2, centro a direita) 
e sequencias nucleotidicas exclusivas conhecidas como 
sitios marcados por sequencia {STS) (Figura 15.2, embaixo 
a direita). 

Os mapas ffsicos de um cromossomo podem ser cor¬ 
relacionados de varias maneiras aos mapas geneticos e 
citologicos. Os genes clonados podem ser posiciona- 
dos no mapa citologico por hibridizagao in situ (veja o 
Apendice C). E possfvel fazer correlagoes entre os ma¬ 
pas geneticos e ffsicos pela localizagao de clones de ge¬ 
nes mapeados geneticamente ou RFLP no mapa fisico. 
Os marcadores mapeados genetica e fisicamente sao co- 
nhecidos como marcadores dncoras; eles an coram o mapa 
fisico ao mapa genetico, e vice-versa. Os mapas ffsicos 
de cromossomos tambem podem ser correlacionados 
com os mapas geneticos e citologicos usando (1) PCR 
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■ FIG UR A 15.2 Correlagao de mapas genetico, citologico e ffsico de 
urn cromossomo. As distances no mapa genetico baseiam-se nas 
frequences de crossing over e sao medidas em porcentagem de re- 
combinagao, ou centiMorgans (cM), enquanto as distancias fisicas sao 
medidas em quilopares de bases (kb) ou megapares de bases (mb). Os 
mapas de restrigao, mapas de contigs e mapas de STS (sitio marcado 
por sequencia) sao descritos no texto. 


(ver Figura 14.6), para amplificar sequencias de DNA 
genomicas exclusivas curtas — geralmente 200 a 500 pb, 
(2) Southern blots, para relacionar essas sequencias com 
os clones superpostos nos mapas ffsicos e (3) hibridiza¬ 
gao in situ, para determinar suas localizagoes cromosso- 
micas (posigoes no mapa citologico). Essas sequencias 
ancoras exclusivas curtas sao denominadas sitios mar- 
cados por sequencia (STS). Outra tecnica usa sequencias 
curtas de cDNA (copias de DNA do mRNA) ou etiqueta 
de sequencia expressa (EST), como sondas de hibridizagao 
para ancorar mapas fisicos a mapas de RFLP (mapas ge¬ 
neticos) e mapas citologicos. 

Nao ha correlagao dir eta entre as distancias fisicas e 
as distancias no mapa genetico porque as frequencias de 
recombinagao nem sempre sao proporcionais as distan¬ 
cias moleculares. Com frequencia, porem, ha correlagao 
razoavel entre as duas em regibes eucromaticas dos cro- 
mossomos. Em seres humanos, 1 cM e equivalente, em 
media, a aproximadamente 1 mb de DNA. 


MAPAS DE POLIMORFISMO DO 
COMPRIMENTO DO FRAGMENTO DE 
RESTRICAO (RFLP) E REPETICAO CURTA 
EM SERIE (STR) 

Quando mutagoes modificam as sequencias nudeoti- 
dicas nos sitios de clivagem da enzima de restrigao, as 
enzimas nao as reconhecem mais (Figura 15.3A). Outras 
mutagoes podem criar novos sitios de restrigao. Essas 
mutagoes ocasionam vaiiagoes no comprimento dos 
fragmentos de DNA produzidos por digestao por varias 
enzimas de restrigao (Figura 15.3B). Esses polimorfismos 
do comprimento do fragmento de restrigao, ou RFLP, ajudaram 
muito a construgao de mapas genetic os detalhados para 
uso em clonagem posicional. Os RFLP sao mapeados do 
mesmo modo que outros marcadores geneticos; eles sao 
segregados em cruzamentos como alelos codominantes. 

Os DNA de diferentes isolados geograficos, diferen- 
tes ecotipos (linhagens adaptadas a diferentes condigoes 
ambientais) e diferentes linhagens endogamicas de uma 
especie contem muitos RFLP que podem ser usados 
para construir mapas geneticos detalhados. Na verdade, 
o DNA de diferentes individuos - ate mesmo parentes 
- costuma exibir RFLP. Alguns RFLP sao observados di¬ 
re tamente quando os fragmentos no DNA digerido sao 
separados por eletroforese em gel de agarose, corados 
com brometo de etidio e observados sob luz ultravioleta. 
Outros RFLP so sao detectados pelo uso de cDNA espe- 
cifico ou clones genomicos como sondas de hibridizagao 
radioativas em Southern blots genomicos (Figura 15.3B). 
Os proprios RFLP sao os fenotipos usados para classificar 
em parental ou recombinante a prole dos cruzamentos. 
Os RFLP segregam-se como marcadores codominantes 
em cruzamentos, com os fragmentos de ambos os cro- 
mossomos homologos visiveis em geis ou detectados em 
autorradiografias de Southern blots produzidos a partir dos 
geis. 

Os marcadores de RFLP foram uteis principalmente 
no mapeamento de cromossomos de seres humanos, em 
que os pesquisadores dependem da segregagao de ale¬ 
los mutantes espontaneos em familias para estimar as 
distancias no mapa. O mapeamento com base no here- 
dograma desse tipo e feito por comparagao das proba- 
bilidades de que os marcadores geneticos segregados no 
heredograma nao estejam ou estejam ligados por varias 
distancias de mapa. Em 1992, os geneticistas usaram esse 
procedimento para construir um mapa inicial de aproxi¬ 
madamente 2.000 RFLP nos 24 cromossomos humanos. 
A Figura 15.4 mostra a correlagao entre um mapa de RFLP 
e o mapa citologico do cromossomo humano 1. 

Em seres humanos, os RFLP mais uteis abrangem se¬ 
quencias curtas presentes como repetigoes em serie. A 
quantidade de copias de sequencia presentes em de- 
terminado sitio em um cromossomo e muito variavel. 
Portanto, esses sitios, denominados repetigoes em serie em 
numero variavel (VNTR, tambem conhecidos como minissa- 
telites) e repetigoes curtas em serie (STR, tambem conhecidos 
como microssatelites) sao altamente polimorficos. VNTR 
































Capftulo 15 | Genomica 405 


Origem mutacionaf de um RFLP 
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■ FIGURA 15. i A origem mutacionaf (A) e a detecgao (B) de RFLP em diferentes ecotipos de uma especie. No exempto, uma substituicao de 
par de bases A:T —> G:C acarreta a perda da sequencia de reconhecimento EcoR! central presente no gene A do DNA de ecotipo I. Essa mutaqao 
poderia ter ocorrido em um ancestral de ecotipo II durante os estagios iniciais de sua divergence do ecotipo I. 


e STR variam em comprimento, nao por diferengas nas 
posigoes de sitios de clivagem por enzima de restrigao, 
mas por diferengas no mimero de copias da sequencia 
repetida entre os sftios de restrigao. O uso de VNTR e 
STR em seres humanos e analisado com mais detalhes 
no Capftulo 16 (veja a segao Analise do perfil de DNA). 

As STR foram inestimaveis na construgao de mapas 
de alta densidade de cromossomos eucarioticos. STR sao 


repetigoes em serie polimorficas de sequencias que tem 
apenas dois a cinco pares de nucleotfdios de comprimen¬ 
to. As STR constitufdas de repetigoes em serie polimorfi¬ 
cas da sequencia dinucleotfdica AC/TG (AC em um fila- 
mento, TG no filamento complementar) sao marcadores 
particularmente uteis em seres humanos. Em 1996, um 
grupo de pesquisadores franceses e canadenses public ou 
um mapa abrangente de 5.264 STR AC/TG no genoma 
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■ FIG LIRA 15.4 Correiagao entre um mapa de RFLP (esquerda) e o 
mapa citoiogico (direita) do cromossomo humano 1. No centra, sao 
mostrados marcadores motecuiares e alguns genes. As distancias sao 
apresentadas em centiMorgans (cM), o conjunto de marcadores su¬ 
perior esta na posigao 0 a esquerda e as distancias entre marcadores 
adjacentes sao mostradas na segunda cotuna a partir da esquerda. 
Os coichetes a esquerda do mapa citoiogico mostram as localizagdes 
cromossdmicas dos genes indicados e os marcadores moiecuiares. 


humano. Essas STR definiram 2.335 sftios com distancia 
media de 1,6 cM ou cerca de 1,6 mb entre marcadores 
adjacentes. 

Em 1997, um grande consorcio internacional havia 
usado RFLP para mapear mais de 16.000 genes humanos 
(EST e genes clonados) e integrado seu mapa ao mapa 
lisico do genoma humano. Nesse estudo colaborativo, 
mais de 20.000 STS foram mapeados em 16.354 loci dis- 
tintos. Esses mapas geneticos, constitufdos basicamente 
de marcadores de RFLP, VNTR e STR, tornaram possf- 
vel identificar e caracterizar genes mutantes responsaveis 
por muitas doengas humanas (Capitulo 16). 

MAPAS CITOGENETICOS 

Em algumas especies, genes e clones podem ser posi- 
cionados nos mapas citologicos dos cromossomos por 
hibridizagao in situ (Apendice C). Por exemplo, em Dro¬ 
sophila, os padroes de bandeamento dos cromossomos 
politenicos gigantes nas glandulas salivares geram mapas 
de alta resolugao dos cromossomos (Capitulo 6). Assim, 
um clone de conteudo genetico desconhecido pode ser 
posicionado no mapa citoiogico com consideravel preci- 
sao. Em mamfferos, inclusive em seres humanos, pode-se 
usar a hibridizagao in situ com fluorescencia (FISH; veja o 
Apendice C: Hibridizagao in situ) para posicionar clones 
em cromossomos corados por qualquer um dos varios pro- 
tocolos de bandeamento de cromossomo. A Figura 1 no 
Apendice C ilustra como se pode usar o FISH para iden¬ 
tificar a localizagao cromossomica de sequencias de DNA 
especfficas em cromossomos humanos. Caso seja possfvel 
identificar RFLP que se superpoem a essas sequencias, 
elas podem ser usadas como sftios STS que ancoram ma¬ 
pas geneticos de cromossomos a mapas citologicos, com 
a produgao de mapas citogeneticos. Se for possfvel posicio¬ 
nar as sequencias nos mapas Iisicos por experimentos de 
hibridizagao por Southern blot (Capitulo 14), elas tambem 
podem ser usadas para ligar os mapas ffsicos aos mapas 
geneticos e citologicos dos cromossomos. 


MAPAS FISICOS E BANCOS DE CLONES 

O mapeamento de RFLP foi usado para construir ma¬ 
pas geneticos detalhados de cromossomos que, por sua 
vez, tornaram viavel a clonagem posicional. Esses mapas 
geneticos foram complementados com mapas ffsicos de 
cromossomos. Com o isolamento e o prepare de mapas 
de restrigao de grande quantidade de clones genomicos, 
e possfvel identificar clones parcialmente coincidentes e 
usa-los para construir mapas ffsicos de cromossomos e ate 
mesmo genomas inteiros. Em teoria, esse procedimento 
e simples (Figura 15.5). Na pratica, porem, e uma tarefa 
descomunal, sobretudo nos grandes genomas. Os mapas 
de restrigao de grandes clones genomicos em vetores 
PAC e BAC (Capitulo 14) sao analisados por computador 
e organizados em conjuntos superpostos de clones de- 
nominados contigs. A medida que sao acrescentados mais 
dados, contigs adjacentes sao unidos; quando o mapa 
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■ FIGURA 15.5 Mapa de contig produzido a partir de clones genomicos parcialmente coincidentes. Clones genomicos grandes - 200 a 500 kb - 
como aqueles presentes em vetores PAC e BAC (Capitulo 14), sao usados para construir mapas de contigs. Preparam-se os mapas de restrigao 
de clones individuals e buscam-se as coincidences por computador. Entao, os clones coincidentes sao organizados em mapas de contigs, como 
o mostrado aqui. Quando o mapa flsico de um genoma esta complete, cada cromossomo e representado por um unico mapa de contigs. 


iisico de um genoma esta completo, cada cromossomo 
corresponde a um unico mapa de contigs. 

A construgao de mapas fisicos de genomas completos 
requer a pesquisa de coincidencias na enorme quantida- 
de de dados, ,'oclavia, existem mapas fisicos detalhados 
de varios genomas, entre eles os genomas humano e de 
C. elegans, D. melanogaster e A. thaliana. Esses mapas fisi¬ 
cos foram usados para preparar bancos contendo clones 
catalogados que abrangem coletivamentes cromossomos 
inteiros. Assim, se um pesquisador necessita de um clone 


de determinado gene ou segmento de um cromossomo, 
esse clone pode ja ter sido catalogado no banco, ou bi- 
blioteca, de clones e estar disponrvel mediante solicita- 
gao. E claro que a existencia desses bancos de clones e 
os mapas fisicos correlacionados de genomas completos 
estao acelerando radicalmente a pesquisa genetica. Na 
verdade, a busca de um gene especffico com e sem ajuda 
de um mapa fisico e como procurar um livro em uma 
biblioteca enorme com e sem um catalogo digital que 
informe a localizagao na biblioteca. 


PONTOS ESSENCIAIS * Os mapas gmeticos de cromossomos sao baseados nas frequencias de recombinagao entre 

| marcadores 

• Os mapas citogeneticos sao baseados na localizagao de marcadores situados dentro, ou 
proximo, de elementos citologicos de cromossomos observados ao microscopic 

• Os mapas fisicos dos cromossomos sao baseados nas distancias, em pares de bases, quilopares 
de bases ou megapares de bases, entre os marcadores 

• Mapas de alia densidade que integram os mapas geneticos, citologicos e fisicos dos 
cromossomos foram construidos para muitos cromossomos, inclusive todos os cromossomos 
humanos. 
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Clonagem de genes pela posiqao no mapa 


Os mapas geneticos, citogeneticos e ffsicos detalhados 
de cromossomos possibilitam que os cientistas isolem 
genes por caminhadas no cromossomo (chromosome 
walking) e saltos no cromossomo (chromosome jumping). 

Os primeiros genes eucarioticos clonados ibram genes 
expressos em nrvel muito alto em tecidos ou celulas espe- 
cializados. Por exemplo, cerca de 90% das protemas sinte- 
tizadas em reticulocitos de mamiferos sao hemoglobina. 
Assim, o mRNA da a e |3-globinas poderia ser facilmente 
isolado de reticulocitos e usado para preparar sondas de 
cDNA radioativo para pesquisa em biblioteca genomica. 
A maioria dos genes, porem, nao e expressa nesses altos 
niveis em celulas especializadas. Entao, como sao clona¬ 
dos os genes expressos em mveis moderados ou baixos? 
Um metodo importante I'oi mapear o gene com precisao 
e buscar um clone do gene usando procedimentos que 
dependent de sua localizagao no genoma. Essa tecnica, co- 
nhecida como clonagem posicional, pode ser usada para iden- 
tificar qualquer gene quando se tern um mapa adequado 
da regiao do cromossomo na qual esta locatizado. 


As etapas da clonagem posicional sao ilustradas na 
Figure 15.6. A principio, o gene e mapeado em uma regiao 
especffica de determinado cromossomo por cruzamen- 
tos geneticos ou, no caso de seres humanos, por analise 
do heredograma, o que geralmente requer grandes fa¬ 
in ilias. Em seguida, o gene e localizado no mapa fisico 
dessa regiao do cromossomo. Os genes candidatos no 
segmento do cromossomo identificado por mapa lisico 
sao isolados de individuos mutantes e de tipo selvagem e 
sequenciados para identificar mutagoes que resultariam 
na perda de fungao do gene. Como abordaremos no Ca- 
pftulo 16, os genes humanos responsaveis por disturbios 
hereditarios como a doenga de Huntington e a fibrose 
cfstica foram identificados por clonagem posicional. Nas 
especies em que a transformagao e possfvel, copias dos 
alelos selvagens de genes candidatos sao introduzidas em 
organismos mutantes para verificar se os genes de tipo 
selvagem restaurarao o fenotipo selvagem. A restauragao 
do lenotipo selvagem de um organismo mutante consti- 
tui forte indfcio de que o gene de tipo selvagem introdu- 
zido e o gene de interesse. 
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■ FICURA 15.6 Etapas da clonagem posicional de genes. Em seres humanos, o mapeamento genetico deve serfeito por analise do heredograma, 
e os genes candidatos devem ser rastreados por sequenciamento dos ateLos de tipo selvagem e mutantes (etapa 4a). Em outra especie, o gene 
de interesse e mapeado por cruzamentos geneticos apropriados, e os genes candidatos sao rastreados por transformagao de alelos selvagens 
em organismos mutantes e verificagao da restauragao ou nao do fenotipo selvagem (etapa 4b). 
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CAMINHADAS E SALTOS NO 
CROMOSSOMO 

A clonagem posicional e feita por mapeamento do gene 
de interesse, identificagao de um RFLP, VNTR, STR ou 
outro marcador molecular perto do gene seguida por 
“caminhadas” ou “saltos” ao longo do cromossomo ate 
chegar ao gene. 

As caminhadas no cromossomo sao iniciadas pela selegao de 
um marcador molecular (RFLP ou clone genic o conheci- 
do) perto do gene de interesse e o uso desse clone como 
sonda de hibridizagao para pesquisa de sequencias coinci- 
dentes em biblioteca genomica. Constroem-se mapas de 
restrigao para os clones coincidentes identificados no exa- 
me da biblioteca, e o fragmento de restrigao mais distante 
da sonda original e usado para examinar uma segunda bi¬ 
blioteca genomica construfda com uso de outra enzima de 
restrigao ou para reexaminar uma biblioteca preparada a 
partir da digestao parcial de DNA genomico. As repetigoes 


desse procedimento e o isolamento de uma serie de clones 
genomicos coincidentes permitem que o pesquisador “ca- 
minhe” ao longo do cromossomo ate o gene de interesse 
(Figura 15.7). Sem informagoes sobre a orientagao do clone 
de partida no mapa de ligagao, a caminhada inicial tern de 
prosseguir nas duas dire goes ate se identificar outro RFLP 
e determinar se o novo RFLP esta mais proximo ou mais 
distante do gene de interesse que o RFLP de partida. 

A verificagao do isolamento de um clone do gene de 
interesse e feita de varias maneiras. Em organismos expe- 
rimentais, como Drosophila e Arabidopsis , faz-se a verifica¬ 
gao pela insergao de um alelo selvagem do gene em um 
organismo mutante e demonstragao de que ele restaura 
o fenotipo selvagem. Em seres humanos, a verificagao ge- 
ralmente requer a determinagao das sequencias nucleo- 
tfdicas do gene de tipo selvagem e de varios alelos mutan- 
tes e a demonstragao de que as sequencias codificadoras 
dos genes mutantes estao defeituosas e sao incapazes de 
produzir produtos genicos funcionais. 
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■ FIGURA 15.7 Clonagem posicional de um gene por caminhada no cromossomo. A caminhada no cromossomo comega com a identificagao 
de um marcador molecular (como o RFLP mostrado em cima) proximo do gene de interesse e prossegue por repetigao das etapas 1 a 3 pelo 
numero de vezes necessario para chegar ao gene de interesse (embaixo). 
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A caminhada no cromossomo e muito dificil em es- 
pecies com genomas grandes (a caminhada costuma ser 
longa demais) e muito DNA repetitivo disperso (cada 
sequencia repetida e um possfvel bloqueio). A caminha¬ 
da no cromossomo e mais facil em organismos como A. 
tkaliana e C. elegans, que tern genomas pequenos e DNA 
repetitivo pequeno. 

Quando a distancia do marcador molecular mais pro¬ 
ximo ate o gene de interesse e grande, pode-se usar uma 
tecnica conhecida como saito no cromossomo para acelerar 
uma caminhada que seria longa. Cada saito transpoe uma 
distancia de 100 kb ou mais. Assim como a caminhada, o 
saito e iniciado pelo uso de uma sonda molecular, como 
RFLP, VNTR ou STR como ponto de partida. No entan- 
to, com os saltos no cromossomo, grandes fragmentos de 
DNA sao preparados por digestao parcial do DNA genomi- 


co por endonuclease de restrigao. Os grandes fragmentos 
genomicos sao circularizados por DNA ligase. Uma segun- 
da endonuclease de restrigao e usada para excisar o frag- 
mento dejungao da molecula circular. Esse fragmento de 
jungao contem as duas extremidades do fragmento longo; 
pode ser identificado por hibridizagao dos fragmentos de 
DNA em Southern blots com a sonda molecular inicial. Um 
mapa de restrigao do fragmento de jungao e preparado, e 
um fragmento de restrigao que corresponde a extremida- 
de distal do longo fragmento genomico e clonado e usado 
para iniciar a caminhada no cromossomo ou um segundo 
saito no cromossomo. O saito no cromossomo mostrou-se 
util principalmente no trabalho com grandes genomas 
como o genoma humano. Os saltos no cromossomo tive- 
ram papel fundamental na identificagao do gene da fibro¬ 
se cfstica humana (Capitulo 16). 


PONTOS ESSENCIAIS • Os mapas geneticos, citogeneticos e fisicos detalhados de cromossomos possibilitam que os 

pesquisadores isolem genes com base em sua localizagao no genoma 

• Se um marcador molecular como polimorfismo do comprimento do fragmento de restrigao 
(RFLP), wpetigao em serie em numero varidvel (VNTR) ou repetigdo curta em serie (STR) 
esta perto de um gene no mapa, o gene geralmente pode ser isolado por caminhada ou saito no 
cromossomo. 


Projeto genoma humano 

Existem mapas geneticos, citogeneticos e fisicos detalha- 
dos dos 24 cromossomos humanos, e sequencias nude- 
otidicas completas ou quase completas dos genomas de 
muitas especies, inclusive de Homo sapiens. 

Com o aperfeigoamento das tecnologias de DNA recom- 
binante, clonagem genica e sequenciamento de DNA na 
decada de 1970 e inicio da decada de 1980, os cientistas 
comegaram a discutir a possibilidade de sequenciamento 
de tod os os 3 X 10 y pares de nucleotidios no genoma hu¬ 
mano. Essas discussoes levaram ao langamento do Projeto 
Genoma Humano em 1990. Os objetivos originals do Projeto 
Genoma Humano eram (1) mapear todos os genes hu¬ 
manos, (2) construir um mapa fisico detalhado de todo 
o genoma humano e (3) determinar as sequencias nucle- 
otidicas dos 24 cromossomos humanos ate 2005. Logo os 
cientistas perceberam que essa enorme operagao deveria 
ser um esforgo mundial. Assim, criou-se a Organ izagao Ge¬ 
noma Humano (HUGO) internacional para coordenar os es- 
forgos de geneticistas humanos em todo o rnundo. 

James Watson, que, com Francis Crick, descobriu a es- 
trutura de dupla helice do DNA, foi o primeiro dire tor 
desse ambicioso projeto, cuja expectativa de duragao era 
de quase duas decadas ate a conclusao, a um custo supe¬ 
rior a 3 bilhoes de dolares. Em 1993, Francis Collin, que, 
com Lap-Chee Tsui, liderou as equipes de pesquisa que 
identificaram o gene da fibrose cfstica, substituiu Wat¬ 
son como dire tor do Projeto Genoma Humano. Alem 
do trabalho com o genoma humano, o Projeto Genoma 


Humano serviu de apoio a projetos semelhantes de ma- 
peamento e sequenciamento dos genomas de varios ou- 
tros organismos, entre eles a bacteria E. coli , a levedura S. 
cerevisiae, a mosca-das-frutas D. melanogaster, o vegetal A. 
thaliana e o verme C. elegans. 

MAPEAMENTO DO GENOMA HUMANO 

O mapeamento do genoma humano avangou rapida- 
mente desde o langamento do Projeto Genoma Huma¬ 
no. Em 1992 foram publicados mapas fisicos completos 
de cromossomos Y e 21 e mapas detalhados de RFLP do 
cromossomo X e de todos os 22 autossomos. Em 1995 o 
mapa genetico continha marcadores separados, em me¬ 
dia, por 200 kb. Em 1996 foi publicado um mapa detalha¬ 
do de STR do genoma humano, e em 1997 foi divulgado 
um mapa abrangente de 16.354 loci diferentes. Todos es¬ 
ses mapas foram muito uteis para pesquisadores que clo- 
navam genes com base em suas localizagoes no genoma. 

Infelizmente, a resolugao do mapa genetico em se¬ 
res humanos e muito baixa — na faixa de 1 a 10 mb. 
A resolugao da hibridizagao in situ com fluorescencia 
(FISH) tambem e de aproximadamente 1 mb. A maior 
resolugao de mapeamento (ate 50 kb) e obtida por ma¬ 
peamento de hfbridos por radiagao, uma modificagao 
do procedimento de mapeamento por hibridizagao de 
celulas somaticas. A hibridizagao de celulas somaticas 
tradicional requer a fusao de celulas humanas e de ro- 
edores em cultura e a correlagao de produtos genicos 
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human os com cromossomos humanos conservados nas 
celulas hibridas. 

O mapeamento de hfbridos por radiagao e feito pela 
fragmentagao de cromossomos das celulas humanas por 
irradiagao intensa antes da fusao celular. As celulas huma¬ 
nas irradiadas sao fundidas a celulas de hamster chines 
(ou outro roedor) em cultura, geralmente na presenga 
de uma substancia quimica, como polietilenoglicol, para 
aumentar a eliciencia da fusao celular. Os hfbridos de ce¬ 
lulas somaticas humanas e de hamster chines sao identi- 
ficados por crescimento em meio de selegao apropriado. 

Muitos fragmentos de cromossomos humanos sao in- 
tegrados aos cromossomos de hamster chines durante 
esse processo e sao transmitidos as celulas-filhas do mes- 
mo modo que os genes normais nos cromossomos de 
hamster chines. A reagao em cadeia da polimerase (PCR; 
veja o Capftulo 14) e usada para pesquisa de marcadores 
geneticos humanos em um grande conjunto de celulas 
hibridas selecionadas. Os mapas cromossomicos sao ela- 
borados com base na suposigao de que a probabilidade 
de uma quebra induzida por raios X entre dois marcado¬ 
res e diretamente proporcional a distancia entre eles no 
DNA cromossomico. 

Varios grupos usaram o metodo de mapeamento de 
hfbridos por radiagao para elaborar mapas de alta densi- 
dade do genoma humano. Em 1997, Elizabeth Stewart e 
colaboradores publicaram um mapa de 10.478 STS basea- 
do em dados de mapeamento de hfbridos por radiagao; a 
Figura 15.8 mostra o mapa do cromossomo humano 1. 


SEQUENCIAMENTO DO 
GENOMA HUMANO 

Enquanto o mapeamento genico avangou com rapidez, 
a princfpio houve um atraso no progresso do sequencia- 
mento do genoma humano. Tudo isso, porern, mudou 
rapidamente a partir de 1998. Em maio de 1998, J. Craig 
Venter anunciou que havia constitufdo uma empresa 
privada, Celera Genomics, com o objetivo de sequenciar 
o genoma humano em apenas 3 anos. Logo depois, os 
administradores dos laboratories public os de sequencia- 
mento do Projeto Genoma Humano anunciaram que 
haviam reformulado sua agenda e planejavam concluir 
a sequencia do genoma humano em 2003 — 2 anos antes 
da proposta original. A partir desse momento, tudo se 
acelerou. 

A sequencia completa do primeiro cromossomo hu¬ 
mano — o pequeno cromossomo 22 — foi publicada em 
dezembro de 1999. A sequencia completa do cromosso¬ 
mo humano 21 foi publicada em maio de 2000. Entao, 
com a intervengao da Casa Branca, Venter, da Celera 
Genomics, e Francis Collins, diretor do Projeto Geno¬ 
ma Humano publico, concordaram em publicar os pri- 
meiros rascunhos da sequencia do genoma humano ao 
mesmo tempo. As sequencias Celera e publica foram pu- 
blicadas em fevereiro de 2001. A Figura 15.9 mostra um 
mapa anotado das sequencias de um segmento de 4 mb 
na extremidade do brago curto do cromossomo humano 
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■ FIGURA 15.8 Mapa de alta resolugao do cromossomo humano 1. 
O mapa citogenetico do cromossomo 1 e mostrado a esquerda com 
as localizaqoes de seis marcadores ancoras. A direita do mapa citoge- 
netico ha quatro mapas geneticos que mostram as localizagoes dos 
marcadores de hfbridos por radiagao completos (linhas vermelhas), os 
marcadores de hfbridos por radiagao de alto nfvel de confianga (linhas 
azuis), os marcadores de RFLP (linhas verdes) e EST (linhas roxas). 


1. Esse mapa ilustra as posigoes e orientagoes de genes 
conhecidos e previstos em uma pequena parte do geno¬ 
ma humano. Mapas semelhantes do genoma humano 
completo podem ser vistos na edigao de 15 de fevereiro 
de 2001 da revista Nature e na edigao de 16 de fevereiro 
de 2001 da Science. 

A quantidade de informagoes nessas primeiras ver- 
soes do genoma humano foi avassaladora, inclusive a se- 
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■ FIOURA 15.9 Mapa anotado das sequences de um segmento de DNA de 4 mb na extremidade do cromossomo humano 1 montado por 
pesquisadores da Cetera Genomics. A. A tinha superior indica as distances em mb. As tres imagens subsequentes mostram transcritos previstos 
de um fiiamento de DNA (o "fiiamento de sentido direto"), enquanto as tres imagens inferiores mostram transcritos especificados pelo outro 
fiiamento de DNA (0 “fiiamento de sentido inverso"). As tres imagens no meio apresentam 0 conteudo de G:C, as posigoes das ilhas de CpG, 
presentes na regiao 5' ( upstream ) dos genes, e a densidade de polimorfismos de nucleotidio unico (SNP), respectivamente. B. Codigo de cores 
das fungoes do produto genico e (C) codigo de cores do conteudo de G:C e densidade de SNP. 


quencia de mais de 2.650 megapares de bases de DNA 
(mais de 2.650.000.000 pb). O genoma humano e mais 
de 25 vezes maior que os genomas de Drosophila e Ara- 
bidopsis sequenciados antes, e mais de oito vezes maior 
que a soma de todos os genomas sequenciados antes 
dele. 

A sequencia do genoma humano trouxe uma sur- 
presa: aparentemente havia apenas cerca de 25.000 a 
30.000 genes em vez dos estimados 50.000 a 120.000 ge¬ 
nes sugeridos por estudos anteriores. A Figura 15.10 apre- 
senta a distribuigao de fungoes nos 26.383 genes previs¬ 
tos pela sequencia da Celera Genomics. Cerca de 60% 
das protemas previstas tern semelhanga com protemas 
de outras especies cujos genomas ja foram sequenciados 


(Figura 15.11). Mais de 40% das protemas hum an as previs¬ 
tas tern elementos semelhantes as protemas de Drosophila 
e C. elegans. Na verdade, apenas 94 das 1.278 familias de 
protemas previstas pela sequencia do genoma humano 
sao especfficas de vertebrados. As demais se desenvol- 
veram a partir de dommios de protemas em ancestrais 
distantes, inclusive procariotos e eucariotos unicelulares. 

Em media, ha um gene por 145 kb no genoma hu¬ 
mano, embora haja alguma concentragao de genes al- 
tamente expressos em regioes eucromaticas de cromos- 
somos especificos. O gene humano medio tern cerca de 
27.000 pb de comprimento e contem 9 exons. Os exons 
constituem apenas 1,1% do genoma, enquanto os ni¬ 
trons constituem 24%, e 75% do genoma e DNA inter- 
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■ FIGURA 15, 10 Classificagao funcionaE dos 26.383 genes previstos nas primeiras versdes da Celera Genomics da sequencia do genoma huma- 
no. Cada setor indica o numero e a porcentagem de produtos genicos em cada classe funcional entre parenteses. Observe que ha superposigao 
de algumas classes: um proto-oncogene, por exemplo, pode codificar uma molecula sinaiizadora. 


genico. No mfnimo 44% do DNA intergenico e derivado 
de elementos geneticos transponfveis (veja detalhes no 
Capftulo 17). 

As duas primeiras versoes da sequencia do genoma 
humano eram incompletas e tinham mais de 100.000 
lacunas. Portanto, o International Human Genome Se¬ 
quencing Consortium continuou a trabalhar para preen- 
cher essas lacunas e completar a sequencia. Em outubro 
de 2004, eles haviam reduzido o numero de lacunas a 
341 e completado a sequencia de 99% do DNA eucroma- 
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■ FIGURA 15.11 O grafico em pizza mostra a homologia entre as 
protefnas humanas previstas e as protemas de outras especies em que 
homdlogos foram detectados por pesquisa digital em bancos de da¬ 
dos publicos. 


tico no genoma humano. Ao contrario do esperado, o 
numero estimado de genes no genoma havia diminuido 
mais uma vez — para apenas 22.287 genes codificadores 
de protemas - na sequencia mais completa. Existem, evi- 
dentemente, outros genes que especificam produtos de 
RNA — rRNA, tRNA, snRNA e miRNA — que aumentarao 
de modo significativo o numero total de genes. 

Com o desenvolvimento de nova tecnologia de se¬ 
quenciamento que possibilita o sequenciamento de ge- 
nomas grand es como o genoma humano com rapidez e 
custo muito menor, tornou-se viavel sequenciar genomas 
humanos individuals (Capftulo 14). James D. Watson ej. 
Craig Venter foram as duas primeiras pessoas a ter seus 
genomas sequenciados. Depois, Jeffrey M. Kidd e colabo- 
radores mapearam e sequenciaram a variagao estrutural 
em oito genomas humanos de diferentes origens. Os in- 
dividuos selecionados para o estudo tinham ascendencia 
africana, asiatica e europeia. Os pesquisadores concen- 
traram-se em alteragoes do genoma na faixa de 1 kb a 
1 mb e documentaram grande diversidade estrutural — 
sobretudo delegoes, inversoes e insergoes. Atualmentc 
os cientistas estao se dedicando ao sequenciamento de 
2.500 genomas humanos do mundo inteiro para verificar 
a extensao da variabilidade de sequencias em genomas 
humanos de diversas origens (veja O futuro: O Projeto 
1.000 Genomas, no Capftulo 9). 

A exploragao das abundantes informagoes ofereci- 
das pelas sequencias de genomas humanos esta apenas 
comegando. Considerando-se que apenas 1,1% do ge¬ 
noma codifica sequencias de aminoacidos em polipep- 
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tidios, a grande pergunta e quais sao as fungoes dos de- 
mais componentes do genoma humano. Francis Collins 
e outros lfderes do consorcio de sequenciamento estao 
se dedicando a essa questao. Eles organizaram um novo 
consorcio, ENCODE (£NCyclopedia Of Z)NA Elements), 
cujo objetivo e identificar todos os elementos funcio- 
nais nao genicos no genoma humano. Esses elemen¬ 
tos incluem sequencias reguladoras como promotores, 
acentuadores, silenciadores, sftios de metilagao e ace- 
tilagao, alem de outros fatores que participant do con- 
trole da estrutura da cromatina e da expressao genica 
(Figura 15.12). 

A identificagao e a caracterizagao funcional dos ele¬ 
mentos nao genicos no genoma humano ja se tornou 
uma historia fascinante. As fungoes da vasta “materia es- 
cura” nao codificadora no genoma estao se mostrando 
um tema complexo e intrigante. Grandes segmentos de 
DNA nao codificador sao conservados entre camundon- 
gos e seres humanos, o que sugere que devem center 
importantes elementos funcionais. Quando os pesquisa- 
dores procuram sequencias que aumentam os riscos de 
doengas hum an as, quase 40% delas estao localizadas em 
regioes intergenicas. Alem disso, estudos recentes indi¬ 
cam que cerca de 80% do genoma e transcrito de RNAde 
fimgao desconhecida. Parte desse RNA nao codificador 


e constitufda de importantes pequenos miRNA regula- 
dores (Capitulo 19). Outro componente inclui “grandes 
RNA nao codificadores interpostos” com fungoes regula¬ 
doras e desconhecidas. Essa “materia escura” no genoma 
tambem inclui sequencias quimicamente modificadas 
que controlam a expressao epigenetica de genes de uma 
geragao para a subsequente por modificagao da estrutura 
da cromatina (Capitulo 19). E evidente que temos muito 
a aprender sobre os componentes nao codificadores do 
genoma humano. 

Outro consorcio international - o Human EVoteome 
Organization (HUPO) - foi criado com o objetivo de de- 
terminar as estruturas e as fungoes de todas as protemas 
codificadas pelo genoma humano. Apesar das abundan- 
tes informagoes oferecidas pela sequencia do genoma 
humano, a disseegao funcional do genoma esta apenas 
comegando. Ainda temos um longo caminho antes de re- 
almente compreendermos a estrutura e a fungao dos 3 X 
10 9 pares de nucleotfdios do genoma humano. 

A disponibilidade da sequencia do genoma humano 
suscita novas questoes sobre o uso apropriado desse novo 
conhecimento. Muitas dessas questoes dizem respeito ao 
direito a privacidade das pessoas. Por exemplo, caso se 
descubra uma mutagao causadora de um disturbio de ini¬ 
tio tardio como a doenga de Huntington (Capitulo 16) 
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■ FIGURA 15.12 O objetivo da ENCODE (fWCyclopedia Of DNA Elements) e identificar todos os elementos funcionais nao genicos no genoma 
humano. Os elementos induirao sequencias reguladoras como promotores, acentuadores, silenciadores, sitios de ligaqao a repressor, sitios de 
ligagao a fator de transcrigao e sftios de modificagoes qufmicas como acetilagao e metilagao. Eles tambem incluirao sequencias que alteram 
a estrutura da cromatina por fnteragao com protemas de ligagao ao DNA e as histonas que acondicionam o DNA em nucleossomos. Alguns 
desses elementos modificarao a estrutura da cromatina produzindo sftios hipersensfveis a DNase (caracterfsticos da cromatina com atividade 
de transcrigao - veja o Capitulo 19). Os metodos a serem usados nesses estudos incluirao ensaios de gene reporter e hibridizagoes por micro¬ 
arranjo (comentados em segdes subsequentes deste capitulo) e PCR com transcrigao reversa (RT-PCR) - reagoes em cadeia da polimerase com 
uso de RNA como moldes para identificar regioes transcritas do genoma. 
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em uma famflia, quem deve ter acesso a essa informa- 
gao? Se essa informagao fosse divulgada para o publico, 
poderia haver discriminagao. Empregadores poderiam 
nao contratar membros da famflia, e as faculdades de 
medicina poderiam nao admitir o ingresso de jovens ta- 
lentosos. As seguradoras oferecerao seguros de saude e 
de vida a pessoas com um gene mutante que aumenta 
o risco de cancer ou causa um disturbio de infcio tar- 
dio como a doenga de Huntington? Em caso afirmativo, 
o seguro sera acessfvel ou o prego so estara ao alcance 
dos ricos? Em vista do recente aumento da quantidade 
de informagoes geneticas disponfveis, parece claro que 
no future serao necessarias leis que protejam a privacida- 
de dessas informagoes. Na verdade, o Genetic Information 
Nondiscrimination Act (GINA) foi aprovado em 2008 nos 
EUA e deve proteger as pessoas contra discriminagao por 
empregadores e seguradoras por conta de informagoes 
obtidas em estudos geneticos e testes de DNA. 

PROJETO HAPMAP HUMANO 

Os genomas humanos contem acentuada variagao ge¬ 
ne tica. No Capftulo 6 comentamos alteragoes evidentes 
— delegoes, duplicagoes, inversoes e translocagoes - na 
estrutura dos genomas. Na segao anterior, tratamos das 
alteragoes intermediarias - delegoes, insergoes e inver¬ 
soes na faixa de I kb a 1 mb - em oito genomas humanos. 
As alteragoes pequenas - insergoes ou delegoes de um ou 
alguns pares de nucleotfdios — sao ainda mais frequentes. 
As alteragoes mais comuns do genoma humano sao subs¬ 
tituigoes de pares de nucleotfdios unicos, por exemplo, 
substituigoes de G:C por A:T ou de A:T por G:C (Capftu¬ 
lo 13). As substituigoes de pares de bases desse tipo pro- 
duziram um grande numero de polimorfismos de nucleotfdio 
unico (single-nucleotide polymorphisms [SNP], pronuncia-se 
“snips”) em genomas humanos. A maioria desses SNP 
nao esta localizada nas regioes codificadoras dos genes 
e nao produz fenotipos mutantes. Quando se comparam 
as sequencias nucleotfdicas dos mesmos cromossomos de 
dois indivfduos, ha um SNP, em media, a cada 1.200 pa¬ 
res de nucleotfdios. 

j* 

E possfvel detectar SNP em genomas humanos pela 
tecnologia de hibridizagao por microarranjo ou “ chip ge- 
nico”, descrita mais adiante neste capftulo (veja a segao 
Microarranjos e chips genicos). Em resumo, podem ser 
sintetizadas sondas de hibridizagao capazes de detectar 
diferengas de um nucleotfdio em moleculas de DNA. 
Uma molecula de DNA liga-se a uma sonda quando ha 
correspondencia exata entre elas; nao ha ligagao quan¬ 
do a correspondencia nao e exata. Assim, se um segmen- 
to de DNA de um indivfduo tiver um par de bases A:T 
em posigao especffica, e o segmento correspondente de 
DNA de outre indivfduo tiver um par G:C nessa posigao, 
e possfvel distinguir geneticamente esses dois indivfduos 
por hibridizagao de seu DNA com sondas que se ligarao 
a um ou outre desses dois segmentos de DNA. Essas e 
milhares de outras sondas diagnosticas podem ser ar- 
ranjadas sistematicamente sobre uma bolacha ( wafer) de 


silfcio (Figura 15.16) para pesquisar diferengas de um 
nucleotfdio no DNA genomico retirado de uma amostra 
de indivfduos. Em geral, o DNA de cada indivfduo e am- 
plificado por PCR usando iniciadores que flanqueiam re- 
gibes genomicas de interesse, e o DNA amplificado e mar- 
cado de algum modo antes da hibridizagao com o arranjo 
de sondas diagnosticas. Em estudo realizado em Ferlegen 
Sciences, Inc., os pesquisadores usaram essa tecnologia de 
microarranjos para determinar os genotipos de 71 pessoas 
em mais de 1,5 milhao de sftios no genoma humano — uma 
grande faganha! O estudo desses polimorfismos em dife- 
rentes subpopulagbes pode tornar possfvel rastrear impor- 
tantes acontecimentos geneticos na historia evolutiva de 
nossa especie e prever a suscetibilidade de uma pessoa a 
doengas como cancer e cardiopatias. 

SNP individuals podem estar presentes em uma popula¬ 
gao e ausente em outra. Quando presentes, podem variar 
em frequencia de uma populagao para outra. A maioria 
dos SNP presentes em populagoes humanas foi produzida 
por uma unica mutagao em um indivfduo que, depois, se 
disseminou na populagao. Cada SNP e associado a outros 
SNP que estavam presentes no cromossomo ancestral no 
momento da mutagao geradora do SNP. Os SNP muito 
proximos tendem a ser transmitidos como uma unidade 
para a prole porque e pequena a chance de que sejam 
embaralhados em novas combinagoes por crossing overs. Os 
SNP em um cromossomo ou segmento de um cromosso¬ 
mo que tendem a ser herdados juntos definem uma uni¬ 
dade genetica conhecida como haplotipo (Figura 15.13). E 
claro que a mutagao modifica haplotipos, e o crossing over 
gera novos haplotipos durante a evolugao. 

Em vista de sua frequencia e distribuigao em todo o ge¬ 
noma humano, os SNP mostraram-se marcadores geneti¬ 
cos uteis. O estudo de haplotipos definidos por SNP esta 
fornecendo informagoes importantes sobre as relagoes en¬ 
tre diferentes grupos etnicos e sobre a evolugao humana 
(Capftulo 24). O estudo de SNP e haplotipos tambem esta 
ajudando pesquisadores a identificar genes implicados na 
suscetibilidade a doengas como cancer de mama, glauco¬ 
ma, esclerose lateral amiotrofica (ELA, tambem conheci¬ 
da como doenga de Lou Gehrig) e artrite reumatoide. A 
estrategia nesses estudos foi determinar os genotipos de 
SNP de grandes amostras de pessoas e, entao, buscar as 
associagoes entre os SNP (ou os haplotipos definidos por 
SNP ligados) e doengas especfficas. Uma vez constatada 
uma associagao, pode-se usar o SNP ou haplotipo para aju- 
dar a prever o risco de um indivfduo desenvolver a doen¬ 
ga, e em casos favoraveis, isso pode ajudar a identificar o 
verdadeiro gene causador da doenga. 

Em razao da utilidade de haplotipos de SNP no estudo 
da ascendencia e da evolugao em populagoes humanas e 
na detecgao de associagoes de doengas, pesquisadores do 
mundo todo iniciaram o International HapMap Project. 
O objetivo dessa iniciativa em colaboragao e identificar 
e mapear SNP usando amostras de DNA de muitas po¬ 
pulagoes humanas diferentes. Os dados reunidos pelo 
projeto estao sendo oferecidos como recurso a todos os 
pesquisadores genomicos. 
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DNA de: 
Individuo 1 

Individuo 2 

Individuo 3 

individuo 4 


SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 

TACAGGATC - - - TTCGGGCCA-- - AATCCATGC -- - AAGCTCGGA--- 

TACAAGATC ---TTCGAGCCA---AATCCATGC --- AAGCTCGGA- — 
TACAGGATC --- TTCGAGCCA--- AATCTATGC --- AAGCTCGGA--- 

TACAGGATC --- TTCGAGCCA-- - AATCCATGC---AAGCCCGGA--- 

i " ..r_ _j ' i 

> f Y y" 

Hapiotipo 1 G G C T 

Hapiotipo 2 A A C T 
Hapiotipo 3 GATT 
Hapiotipo 4 G A C C 


FiGURA 15 13 Haplotipos sao conjuntos de SNP iigados e de outros marcadores geneticos quetendem a ser herdados como uma unidade. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Os pesquisadores que colaboram no Prqjeto Genoma Humana construiram mapas detalhados 
de todos os 24 cromossomos humanos 

Outros participantes do Projeto Genoma Humana determinaram as sequencias nucleotidicas 
completas, ou quase completas, dos genomas de vdrios organismos-modelo importantes 

Uma sequencia quase completa do DNA eucromdtico no genoma humanofoi divulgada em 
outubro de 2004 

Cientistas de todo o mundo iniciaram o International Human HapMap Project com o objetivo 
de caracterizar as semelhangas e diferengas em genomas humanos do mundo todo. 


Ensaios de RNA e protein a da fungao genomica 


A disponibilidade das sequencias nucleotidicas de geno¬ 
mas completos levou ao desenvolvimento de tecnologias 
de microarranjo, chip genico e gene reporter que pos- 
sibilitam aos pesquisadores estudar simultaneamente a 
expressao de todos os genes de urn organismo. 

O conhecimento da sequencia completa do genoma hu- 
mano ajudara a identificar genes responsaveis por doen- 
gas humanas e deve levar a terapias genicas eficazes para 
algumas dessas doengas. No entanto, nao informara o 
que esses genes fazem ou como eles controlam processos 
biologicos. Na verdade, por si so, a sequencia nucleoti- 
dica de um gene, um cromossomo ou um genoma com- 
pleto nao e informativa. As sequencias so adquirem ver- 
dadeiro significado quando complementadas por infor- 
magoes sobre suas fungoes. Assim, ainda e preciso obter 
informagoes sobre as fungoes das sequencias nucleotfdi- 
cas por estudos geneticos tradicionais e por analises mo 
leculares. Se quiserem compreender o controle genetico 
do crescimento e desenvolvimento de um ser humano 
maduro a partir de um ovocito fertilizado (Capitulo 20), 
os geneticistas precisarao conhecer muito mais do que a 
sequencia do genoma humano. Mas certamente o mapa 
definitivo do genoma humano, sua sequencia nucleoti- 
dica, acelerara o avango em diregao a compreensao dos 
programas de expressao genica que controlam a morfo- 
genese. Na verdade, o desenvolvimento de novas tecno¬ 


logias, como hibridizagoes de “ chip genico”, destina-se a 
aproveitar a disponibilidade de sequencias de genomas 
completos (veja a segao Microarranjos e chips genicos). 

SEQUENCIAS EXPRESSAS 

Em grandes genomas eucarioticos, apenas uma pequena 
parcela do DNA codifica as proteinas. Na levedura S. cere- 
visiae, quase 70% do genoma codifica proteinas e existe 
um gene para cada 2 kb de sequencia. Em seres huma¬ 
nos, apenas cerca de 1% do genoma codifica sequencias 
de aminoacidos e existe um gene para cada 130 kb de 
sequencia. Assim, para se concentrar no conteudo co- 
dificador de proteinas dos genomas, muitos cientistas 
analisaram clones de cDNA (DNA com piemen tares a 
moleculas de RNA; veja o Capitulo 14) ou EST, em vez 
de clones genomicos. Em 1996, os bancos de dados pu- 
blicos continham mais de 600.000 sequencias de cDNA, 
cerca de 450.000 das quais eram de cDNA humano. O 
numero de sequencias de cDNA humano quase duplicou 
para cerca de 800.000 no fim de 1997. No entanto, mui- 
tas dessas sequencias de cDNA sao derivadas dos mesmos 
transcritos genicos. Varios cDNA podem ser obtidos de 
diferentes segmentos de um unico transcrito genico ou 
de recomposigao alternativa de um transcrito genico. Por 
exemplo, o gene humano que codifica a albumina seri- 
ca e representado por mais de 1.300 sequencias EST em 
bancos de dados publicos. 
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Em geral, os transcritos de diferentes genes podem 
ser reconhecidos por diferentes regioes 3' nao traduzi- 
das — diferentes sequencias nucleotidicas na regiao en- 
tre o codon de termino da tradugao 3' e a terminagao 
3' do transcrito. Quando se fizeram comparagoes de se¬ 
quencia entre as regioes de cDNA correspondentes as re¬ 
gioes 3' nao traduzidas dos transcritos, os cDNA foram 
reunidos em 49.625 grupos (com identidade de 97% das 
sequencias dentro dos grupos). Antes da publicagao das 
duas versoes preliminares do genoma humano, o nu- 
mero de grupos era considerado uma boa estimativa do 
numero de genes diferentes. Dos grupos de sequencia, 
4.563 correspondiam aos genes humanos conhecidos. 
Um problema em estimar o numero de genes a partir 
das sequencias de EST e que as EST podem ser derivadas 
de regioes nao superpostas de um transcrito genico. Em 
todo caso, agora parece claro que as estimativas do nu¬ 
mero de genes humanos com base em bancos de dados 
de EST apresentaram numeros de genes altos demais. 

MICROARRANJOS E CHIPS GENICOS 

Ante a sequencia de um genoma completo, os geneticis- 
tas podem comegar a estudar imediatamente a expres¬ 
sao de todos os genes no organismo. E possivel sintetizar 
sondas de hibridizagao de oligonucleotidios complemen- 
tares aos segmentos dos transcritos de todas as matrizes 
abertas de leitura (ORE), ou pode-se usar a PCR para 
produzir milhoes de copias de cada gene de um geno¬ 
ma. Assim, os cientistas podem monitorar alteragoes da 
expressao do genoma total ao longo do tempo, duran¬ 
te o desenvolvimento ou em resposta a modificagoes do 
ambiente. Esse conhecimento deve se tornar inestimavel 
na compreensao de doengas humanas como o cancer e, 
talvez, ate mesmo do processo de envelhecimento. 

Novas tecnologias possibilitam que os cientistas pro- 
duzam microarranjos que contem milhares de sondas de 
hibridizagao em uma unica membrana ou em outro su- 
porte solido. E possivel sintetizar oligonucleotidios com- 
plementares aos transcritos de RNA de cada gene do 
genoma de um organismo, e eles podem ser fixados a 
suportes solidos como membranas de nailon, laminas de 
vidro ou superficies de silicio e ser usados como sondas 
de hibridizagao. Ou e possivel sintetizar as cadeias oligo- 
nucleotidicas em microarranjos em superficies de silicio 
ou em arranjos de microesferas. No caso dos chips genicos, 
milhares de sondas sao sintetizadas em bolachas de silicio 
de 1 a 2 cm 2 . Assim, pode-se usar um unico chip genico 
para estudar a expressao de milhares de genes. 

Os RNA a serem analisados sao isolados das celulas 
ou tecidos de interesse - por exemplo, celulas normals 
e cancerosas — e usados para sintetizar cDNA marcados 
com corante fluorescente por RT-PCR (Capitulo 14). 
Esses cDNA marcados sao hibridizados com as sondas 
em microarranjos para comparar os niveis de expressao 
de genes de interesse ou de todos os genes do genoma 
(Figura 15.14). Concluida a hibridizagao, os arranjos sao 
lavados e varridos com lasers e detectores de fluorescen- 


cia com resolugao micrometrica, e os resultados sao ana¬ 
lisados e registrados por software destinado a eliminar o 
ruido de fundo e amplificar sinais positivos (Figura 15.15). 
O chip genico mostrado na Figura 15.16 contem um micro- 
arranjo de mais de 10.000 sondas oligonucleotidicas em 
uma unica bolacha de silicio. 

Os projetos de sequenciamento do genoma e as tecno¬ 
logias de hibridizagao por microarranjo levaram ao sur- 
gimento da genomica funcional, uma nova subespeciali- 
dade que se dedica ao estudo da expressao de genomas 
inteiros. Alguns geneticistas, porem, argumentaram que 
esse era o objetivo da ciencia da genetica desde a sua cria- 
gao. A medida que o conhecimento no campo avangou, os 
geneticistas foram capazes de estudar a expressao de um 
numero cada vez maior de genes. Agora, pela primeira 
vez, eles podem estudar simultaneamente a expressao de 
todos os genes de um organismo. Existem microarranjos 
de sondas que possibilitam aos biologos analisar a expres¬ 
sao dos quase 6.000 genes de leveduras em brotamento. 
Alem disso, agora estao disponiveis para os pesquisadores 
os chips de DNA que possibilitam que cientistas estudem 
a expressao dos aproximadamente 17.000 genes de Dro¬ 
sophila melanogaster e cerca de 26.000 genes de Arabidopsis 
thaliana, e cerca de 20.500 genes humanos estao agora 
disponiveis para a comunidade cientifica. A possibilidade 
de analise da expressao de genomas completos ampliou 
enormemente a quantidade de novas informagoes bio- 
logicas e levara a compreensao do processo normal de 
desenvolvimento humano e das causas de pelo menos al- 
gumas doengas humanas. 

PROTEINA FLUORESCENTE VERDE 
COMO REP6RTER DA SINTESE PROTEICA 

As hibridizagoes em arranjo e os chips genicos podem ser 
usados para verificar se os genes sao transcritos, mas nao 
fornecem informagoes sobre a tradugao dos transcritos 
genicos. Assim, os biologos costumam usar anticorpos 
para detectar os produtos proteicos dos genes de interes¬ 
se. Western blots sao usados para detectar proteinas separa- 
das por eletroforese (Capitulo 14), e anticorpos ligados a 
substancias fluorescentes sao usados para detectar a loca- 
lizagao de proteinas in vivo. No entanto, os dois metodos 
so propiciam a analise momentanea de uma proteina em 
uma celula, um tecido ou um organismo. 

A descoberta de uma proteina fluorescente natural, a 
proteina verde fluorescente (GFP) da agua-viva Aequorea victoria, 
pos a disposigao um instrumento eficiente que pode ser 
usado no estudo da expressao genica no nivel de protei¬ 
nas. Atualmente, a GFP e usada para monitorar a sintese 
e a localizagao de proteinas especificas em grande varie- 
dade de celulas vivas. Esses estudos implicam a constru- 
gao de genes de fusao que contenham a sequencia nu- 
cleotidica codiflcadora de GFP, acoplados em estrutura 
a sequencia nucleotidica codificadora da proteina de 
interesse; a introdugao do gene quimerico nas celulas 
por transformagao; e estudo da fluorescencia da protei¬ 
na de fusao em celulas transgenicas expostas aluz azul ou 
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9 Preparo de microarranjos peia aplicacao de oligonudeotidios gene-especificos em pontos sobre 

membranas de nailon ou laminas de vidro ou pela sintese de oligonudeotidios in situ em bolachas de silicio. 
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cr Registro do resultado do microarranjo com scanner de 
laser em comprimentos de onda especificos do corante 
e analise dos dados com software apropriado. 




\\d 


i 



Detector de 
fluorescencia 


Legenda: 

• Expressao aumentada em 
ceiulas experimentais 

Expressao diminuida em 
ceiulas experimentais 

Expressao igual em celulas 
de controle e experimentais 

• Ausencia de expressao nas 
duas populacoes de celulas 


■ FIGURA 15.14 Preparo e uso de microarranjos para estudar a expressao genica. Os RNA sao isolados de tecidos de controle e experimentais, 
por exemplo, celulas normais e celulas cancerosas, e usados para preparar cDNA marcados com diferentes corantes fluorescentes. Quantidades 
iguais das amostras de cDNA sao misturadas e hibridizadas a microarranjos contendo sondas complementares aos cDNA dos genes de interes- 
se. Apos hibridizacao, os microarranjos sao analisados porsofisticados scanners de laser e software que eliminam o ruido de fundo e medem os 
sinais das duas populagoes de cDNA fluorescente. 


UV (Figura 15.17). Como a GFP e uma protema pequena, 
muitas vezes pode ser acoplada a protemas sem que haja 
interferencia na sua atividade ou interagao com outros 
componentes celulares. 

Como o nome indica, GFP apresenta fluorescencia 
verde brilhante quando exposta a luz azul ou ultravioleta. 
O cromoforo de GFP e produzido pela ciclizagao e oxida- 
gao pos-tradugao de um tripeptfdio serina/tirosina/glici- 
na codificado. Esse cromoforo e amplamente protegido 


dos efeitos de ions e solventes gragas ao encerramento 
em uma prega, semelhante a um barril, da protema ma- 
dura. Ao contrario de outras protemas bioluminescentes, 
a fluorescencia de GFP nao requer a adigao de substra- 
tos, cofatores ou outras substancias, basta a exposigao a 
luz azul ou UV. Assim, GFP pode ser usada para estudar 
a expressao genica em celulas vivas e para estudar a lo- 
calizagao e o movimento de protemas nas celulas com 
o passar do tempo. Por indugao de mutagao do gene da 
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Celulas cancerosas nao tratadas Celulas cancerosas tratadas com quimioterapico 




baixa -«->- alta 

Expressao 


■ FIGURA 15.15 Dados de hibridizagao por microarranjo comparando os nfveis de expressao de 588 genes em (A) celulas cancerosas humanas 
nao tratadas e (B) celulas cancerosas humanas tratadas com um agente quimioterapico. As fotografias foram produzidas usando um scanner 
para medir a intensidade dos sinais de hibridizagao nos microarranjos e convertendo-os em imagens com software apropriado.As alteragoes nos 
nfveis de expressao genica induzidas pelo agente quimioterapico podem ser detectadas por comparagao dos dois arranjos. 


GFP, os biologos moleculares produziram variantes de 
GFP que emitem luz azul ou amarela, variantes com in¬ 
tensidade de fluorescencia ate 35 vezes maior que a GFP 
de tipo selvagem e variantes cuja fluorescencia depen de 
do pH do microambiente. Essas variantes podem ser usa- 


das para o estudo simultaneo da sfntese e da local izagao 
intracelular de duas ou mais proteinas (Figura 15.17D). 

Alguns geneticistas estao usando fusoes de GFP para 
estudar alteragoes na expressao de todos os genes co- 
dificadores de proteinas implicados em determinada 


Arranjo de sonda GeneChip® 



Celula de sonda hibridizada 


Imagem de microarranjo hibridizado 



■ FIGURA 15.16 Fotografia de chip genico (em cima a esquerda) e fotografia de microarranjo hibridizado (em cima a direita). Os chips genicos 
e outros tipos de microarranjos possibilitam a analise simultanea da expressao de todos os genes de um organismo. Gragas as milhares de 
sondas de hibridizagao oligonucleotfdicas presentes nos chips genicos, os cientistas sao capazes de detectar transcritos de milhares de genes 
em um experimento. 
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Estrutura de genes de fusao de GFP. 


Sequencia codificadora 
Promotora do gene de interesse 



Sequencia 

codificadora Sinais de termino da 
de GFP transcricao e poliadenilacao 



TM 


ou 


Sequencia 

codificadora Sequencia codificadora 

Promotora de GFP do gene de interesse 


Sinais de termino da 
transcricao e poliadenilacao 



ATG 


TAA 



Actina marcada com GFP 


Tubulina marcada com GFP 


MAP2 marcada com GFP (vermelho) 
mais tau marcada com GFP (vcrdc) 



■ FICURA 15.17 Uso de protefna fluorescente verde (GFP) da agua-viva para estudar a localizagao de protefnas em celulas vivas. A. Estrutura 
de genes de fusao com GFP. A sequencia codificadora de GFP pode ser inserida em qualquer uma das extremidades do gene de interesse ou 
em posigbes internas. B-D. Localizagao de protefnas marcadas com GFP por imunofluorescencia: (B) actina do musculo liso em fibroblasto; (C) 
tubuiina, protefna estruturaL de microtubulos, em celulas do ovario de hamster chines; e (D) marcagao dupla de duas protefnas de ligagao de 
microtubulos, MAP2 marcada com GFP emissora de tuz azul e tau marcada com GFP emissora de luz verde, em neurdnio de rato. Com os filtros 
de luz usados para microscopia, MAP2 e tau sao observadas nas cores vermelha e verde, respectivamente. 


via metabolica em resposta ao tratamento de celulas ou 
tecidos com um farmaco especffico ou possfvel agen- 
te terapeutico. Eles constroem todo um conjunto de 
genes quimericos contendo a regiao codificadora de 
GFP fundida em estrutura as regioes codificadoras de 
outros genes, introduzem-nas em celulas hospedeiras 
e monitoram sua expressao por medida da fluorescen- 
cia de protefnas de fusao separadas por eletroforese ou 
outras tecnicas. Estao sendo desenvolvidas tecnologias 


que possibilitarao que cientistas observem alteragoes 
nos nfveis de grandes conjuntos de protefnas de fusao 
GFP por eletroforese capilar (eletroforese em pequenos 
tubos capilares), monitoradas por microfotodetectores 
sensfveis e software sofisticado. Na verdade, em um fu- 
turo nao muito distante, a genomica funcional podera 
usar chips de DNA para detectar transcritos genicos e 
“ chips de protefna” para detectar os polipeptfdios codifi- 
cados por esses transcritos. 


PONTOS ESSENCIAIS • Uma vez determinada a sequencia nucleotidica completa de um genom.a, os cientistas podem 

estudar os padroes temporais e espaciais de expressao de todos os genes do organismo 

* Microarranjos de sondas de hibridizagao gene-especificas em chips genicos possibiliiam que 
pesquisadores estudem simultaneamente a transcrigdo de milhares de genes 

* Genes quimericos que contem a regiao codificadora da proteina verde fluorescente da agua- 
viva fundida as regioes codificadoras dos genes de organismos experimental podem ser usados 
para estudar a localizagdo de proteinas em celulas vivas. 
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Genomica comparativa 


As comparagoes das sequences nucleotfdicas dos ge- 
nomas de organismos melhoraram a compreensao das 
relagoes taxonomicas e das alteragoes responsaveis pela 
evoiuqao de especies a partir de ancestrais comuns. 

Agora que conhecemos as sequencias nucleotfdicas 
completas dos genomas de mais de 2.500 virus, mais 
de 1.400 arqueobacterias e eubacterias e 41 eucariotos 
(mais outros 370 que estao sendo montados atualmente 
e 630 que estao sendo sequenciados) — mais de 122 bi- 
lhoes de pares de nucleotfdios de DNA no total - como 
podemos usar essas informagoes? For si so, a sequencia 
de uma molecula de DNA nao oferece nenhuma infor- 
magao. Em genetica, usamos a dissecgao mutacional 
para identificar as fungoes de varias unidades de DNA. 
Mas como podemos extrair uma informagao da gran¬ 
de quantidade de informagoes sobre a sequencia nos 
bancos de dados? Nesta segao, apresentaremos resumi- 
damente algumas tecnicas usadas para “garimpar” in¬ 
formagoes das sequencias de DNA — aquelas disponfveis 
atualmente e a grande quantidade de novas sequencias 
que se acumulam a cada dia. 

Tern sido prometido que a sequencia do genoma 
humano levara ao surgimento de novas tecnicas na 
pratica da medicina e que os tratamentos serao per- 
sonalizados segundo o genotipo de cada indivfduo. 
Por exemplo, e provavel que os medicos mantenham 
maior vigilancia sobre mulheres com mutagao do gene 
BRCA1 (BRe ast CAncer 1) para cancer de mama que 
sobre outras mulheres (Capftulo 21). No entanto, na 
maioria das vezes, o tratamento clfnico baseado no 
genotipo de um indivfduo, exceto para os disturbios 
hereditarios classicos, ainda e muito futurista. Entao, 
quais sao as contribuigoes imediatas da era genomica? 
A resposta a essa pergunta parece clara - um maior 
conhecimento das relagoes evolutivas entre especies e 
outros grupos taxonomicos. Os indfcios de intercruza- 
mento entre os primeiros seres human os e neander- 
tais expostos no infcio deste capftulo e um exemplo. 
Gragas a comparagoes das sequencias nucleotfdicas 
dos genomas de organismos — uma subespecialidade 
conhecida como genomica comparativa —, os cientistas do- 
eumentaram muitas das alteragoes responsaveis pela 
divergencia de especies a partir de ancestrais comuns. 
A genomica comparativa e um metodo novo e eficiente 
para estudo da evolugao. E possfvel construir “arvores” 
evolutivas — filogenias que mostram a relagao entre 
especies ou outros grupos taxonomicos — a partir das 
sequencias de DNA (veja a segao Filogenia Molecular 
no Capftulo 24). Nos examinaremos rapidamente al¬ 
gumas das alteragoes ocorridas nos genomas de gramf- 
neas cereals e animais selecionados nas duas ultimas 
segoes deste capftulo. O Capftulo 24 apresenta uma 
analise mais detalhada dos processos evolutivos. 


BIOINFORMATICA 

O conhecimento das sequencias nucleotfdicas de geno¬ 
mas completos ofereceu muitas informagoes e langou um 
novo desafio. Como podemos extrair informagoes dessas 
sequencias? Esse desafio gerou uma nova especialidade 
cientffica denominada bi o inform at ica (biologia + informati- 
ca) . Voce sabe que biologia e o estudo da vida. Informati- 
ca e a ciencia que refine, manipula, armazena, recupera 
e classifica as informagoes registradas. A bioinformatica 
significa fazer tudo isso com informagoes biologicas — 
sobretudo sequencias de DNA e protefnas. A discussao 
abrangente sobre bioinformatica nao e a finalidade des¬ 
te texto, mas examinemos rapidamente alguns metodos 
usados para estudar as sequencias nucleotfdicas de DNA 
e as sequencias de aminoacidos das protefnas. 

Suponha que voce tenha acabado de sequenciar um 
fragmento de restrigao de DNA isolado de seu organismo 
favorito. Como comegaria a analisar a fungao dessa mole¬ 
cula de DNA? Em primeiro lugar, voce poderia se pergun- 
tar se alguem ja determinou a sequencia dessa molecula 
de DNA ou de moleculas semelhantes. Para sanar essa 
duvida, e preciso usar um programa de computador que 
possa buscar sequencias semelhantes em grandes bancos 
de dados de DNA. Os primeiros softwares para exarae de 
bancos de dados de sequencias foram desenvolvidos na 
decada de 1980, e hoje existem programas capazes de la- 
zer quase tudo que se pode imaginar. Alguns dos progra¬ 
mas mais populares foram desenvolvidos pelo Genetics 
Computer Group (GCG) da University of Wisconsin. Usa- 
remos alguns desses programas para ilustrar o metodo de 
estudo das sequencias nucleotfdicas. 

No infcio deste capftulo (veja Em foco: GenBank), 
analisamos o uso do site Entrez (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/entrez) para buscar sequencias de DNA seme¬ 
lhantes a uma sequencia consultada com uso do software 
BLAST. O outro programa usado para pesquisa rapida 
em enormes bancos de dados e o FASTA. Na pesquisa 
que fizemos no exercfcio em Em foco: GenBank, descobri- 
mos que nossa sequencia codificava parte da (39-tubulina 
de Ambidopsis e que estava intimamente relacionada com 
o gene da [38-tubulina nesse vegetal. Na verdade, o instru¬ 
ment© de alinhamento BLAST mostrou com exatidao a 
semelhanga entre a sequencia de consulta e cada um dos 
dois genes. Para obter mais experiencia usando os instru- 
mentos apresentados aqui, leia Problema resolvido: Uso 
da bioinformatica para investigar sequencias de DNA. 

Agora, suponhamos que nossa nova sequencia nao 
esteja representada no GenBank e questionemos como 
poderfamos comegar a anaiisa-la. A etapa mais elementar 
na tentativa de identificar genes em sequencias nucleotf¬ 
dicas e pesquisar matrizes abertas de leitura (ORF [open 
leading /rames]) — sequencias que podem ser traduzidas 
em sequencias de aminoacidos sem encontrar nenhum 
codon de termino da tradugao na matriz {in-frame). 
“Map” e um programa GCG que pode ser usado para tra- 
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Uso da bioinformatica para investigar sequencias de DNA 


PROBLEMA 

Voce decidiu seguir o exempto de Craig Venter e James Watson e ter 
seu genoma sequenciado. Os primeiros 100 nucleotidios tinham a 
sequencia acatttgctt ctgacacaac tgtgttcact agcaacctca aacagacacc 
atggtgcatc tgactcctga ggagaagtct gccgttactg ccctgtgggg. Qual e 
a funqao desse DNA? Em que cromossomo esta localizado? A se¬ 
quencia e unica ou existem sequencias semelhantes em outra parte 
do seu genoma? Essa sequencia esta presente nos genomas de ou- 
tras especies? 

FATOS E CONCEITOS 

1. Todo o genoma humano - exceto algumas regioes de DNA 
altamente repetitivo na heterocromatina - foi sequenciado, e 
as sequencias foram depositadas no GenBank. 

2. As sequencias dos genomas de varios outros mamiferos, inclu¬ 
sive de nosso parente vivo mais proximo - o chimpanze - tam- 
bem sao encontradas no GenBank. 

3. O site do NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov contem instru- 
mentos de bioinformatica que podem ser usados para buscar 
no GenBank sequencias de DNA especificas e/ou protei'nas 
codificadas por essas sequencias. 

4. O software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) pos- 
sibilita a busca em sequencias especificas do genoma ou 


em todas as sequencias do GenBank por sequencias semel¬ 
hantes. 

5. O site do NCBI tambem pode ser usado para pesquisar em 
publicaqoes que apresentam resultados de estudos sobre 
sequencias de DNA especificas e seus produtos. 

ANALISE E SOLUQAO 

A busca BLAST das sequencias "Human genomic + transcript" no 
banco de dados de nucleotidios do GenBank mostra que a se¬ 
quencia de 100 nucleotidios e parte do gene da (3-gLobina humana 
(HBB) no cromossomo 11. A sequencia de 100 nucleotidios e iden- 
tica a sequencia de um filamento do gene HBB humano. A sequencia 
tambem e muito semelhante (93% identica) a sequencia do gene 
da (3-globina humano localizado adjacente ao gene da (3-globina. 
Uma busca BLAST de todos os genomas no NCB (cromossomos) 
mostra que a sequencia tern apenas um nucleotidio diferente da 
sequencia homologa no cromossomo 11 do chimpanze (Pan troglo¬ 
dytes) e apenas sete nucleotidios diferentes da sequencia homologa 
no cromossomo 14 do macaco rhesus (Macaca mulatta). E claro 
que as sequencias dos genes da (3-globina sao altamente conserva- 
das em todos os primatas. Na verdade, uma analise mais detalhada 
mostraria que os genes da (3-globina de todos os vertebrados sao 
aLtamente conservados. 


duzir DNA bifilamentar nas seis matrizes de leitura (ires 
em cada filamento de DNA). Utilizemos o software Map 
para buscar ORF em urn curto segmento de DNA da alga 
verde Ch la my domon as reinhardti (Figura 15.18). As abrevia- 
turas padronizadas dos aminoacidos com ties letras sao 
um tanto inconvenientes quando se lida com grandes 
bancos de dados de protei'nas; portanto, em analises bio¬ 
info nilaticas usa-se o codigo de apenas uma letra (ver Fi¬ 
gura 12.1). 


Quando o segmento curto do DNA de Chlamydomonas 
e traduzido em tres matrizes de leitura, somente a matriz 
de leitura 5 nao tern codons de termino (Figura 15.18). 
Assim, qualquer ORF que transponha esse segmento de 
DNA teria de estar na matriz de leitura 5. E claro que 
se estivessemos procurando genes, geralmente estarfa- 
nros buscando ORF muito mais longas que a sequencia 
de DNA curta na Figura 15.18. O software desenvolvido 
para buscar sequencias nucleotfdicas para genes tambem 


Sequencia de DNA 

5“ g g c g t g t a t t a a at t g g g t a a ctcttcattgcgtggtgttg t a g a t a g atgagggatggcS' 

Par de nucleotidios: 1 -+ -- + --+-+ - - - - - - - - - + ---+ 60 

3‘ ccgcacataatttaacccattgagaagtaacgcaccacaacatctatctactccctaccgb' 

^ r"" 

Produtos da traducao 


Matriz de leitura 1 

2 

3 

4 

5 

6 


GVY*IG*L FIAWCCR*MRDG 
ACIKLGNSSLRGVVDR*GIV1A 


RVLNWVT LHCVVL*IDEGWQ 
-+- + - + -+- + -+ 

LRTNFQTVR*QTTNYISSPH 

AHILNPLEENRPTTSLHPIA 

PTY*IPYSKMAHHQLYILSP 


■ FIGURA 15.18 llustragao do uso do programa "Map” da Wisconsin GCG para identificar ORF por traduqao de um segmento de 60 pares de 
bases de DNA de C. reinhardti! nas seis matrizes de leitura. Observe a presenqa de codons de termino da traduqao em todas as matrizes de lei¬ 
tura, exceto a de numero 5. Portanto, essa e a unica matriz de leitura que poderia ser parte de uma ORF maior. E preciso lembrar que a traduqao 
ocorre sempre no sentido 5' —» 3'; assim, as terminaqoes amino estao a esquerda nos produtos da traduqao 1 a 3 e a direita nos produtos 4 a 

6 . Os sitios de termino da traduqao sao indicados por asteriscos. Eles correspondem aos trinucleotidios de termino mostrados, sublinhados de 
vermelho, verde ou azul, dependendo da matriz de leitura. 
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pode rastrear promotores, sftios de ligagao a ribossomos 
e outras sequencias conservadas. 

A presenga de fntrons em genes eucarioticos torna a 
busca de genes mais diiicil que em procariotos. As buscas 
de genes eucarioticos demandam a varredura a procura 
de sftios de recomposigao de fntrons alem das ORF e de 
outras sequencias reguladoras. Na atualidade, os progra- 
mas de busca de genes sao adaptados para especies indivi- 
duais por inclusao como fator das caracterfsticas de seus 
genomas — por exemplo, composigao de bases, uso de 
codons e preferencia por determinadas sequencias em 
elementos reguladores. O unico modo de ter certeza ab- 
soluta de que um gene previsto e real e que seus fntrons 
foram identificados corretamente e isolar e sequenciar 
um clone de cDNA de extensao completa e comparar sua 
sequencia a sequencia de um clone genomico. Existem 
atualmente dezenas de programas de previsao genica de- 
nominados GRAIL (Gene itecognition and Analysis In¬ 
ternet Zink), GeneMark (um dos primeiros usados para 
bus car genes em E. coli), GeneScan e GeneFinder. 

Uma caracterfstica comum de genomas eucarioticos e 
a presenga de famflias de genes - conjuntos de genes co- 
difi cad ores de protefnas muito semelhantes (geralmente 
denominados isoformas). Em geral, essas protefnas tern 
fungoes redundantes ou superpostas. Para comparar to- 
dos os genes de uma famflia de genes, os profissionais da 
bioinformatica desenvolveram programas que alinham 
varias sequencias de nucleotfdios ou aminoacidos, pos- 
sibilitando a comparagao visual direta de tod os os mem- 
bros de uma famflia de genes ou protefnas. Os alinha- 
mentos multiplos sao uteis sobretudo na identificagao de 
sequencias de DNA conservadas que sao importantes ele¬ 


mentos reguladores, como sftios de ligagao a protefnas. 
Tambem sao uteis na identificagao de domfnios funcio- 
nais importantes e, portanto, conservados nas protefnas. 
A Figura 15.19 mostra o alinhamento das regioes amino- 
terminais das oito [3-tubulinas de Arabidopsis thaliana, Ob¬ 
serve que dentro dos 60 ou 61 aminoacidos mostrados 
existem cinco regioes de quatro ou mais aminoacidos 
conservadas nas oito protefnas. 

Os genes com sequencias nucleotfdicas muito seme¬ 
lhantes, como os nove genes codificadores das oito [3-tu- 
bulinas mostrados na Figura 15.19, muitas vezes devem 
sua semelhanga ao desenvolvimento a partir de um gene 
ancestral comum. Esses genes sao homologos; observe que 
os term os “semelhante” e “homologo” nao sao sinoni- 
mos. Os nove genes da [J-tubulina de Arabidopsis sao ho¬ 
mologos. Na verdade, dois desses genes foram produzidos 
por uma duplicagao genica recente (na escala de tem¬ 
po evolutiva) ; eles diferem em apenas 30 pares de bases 
(correspondentes as bases degeneradas em codons) e co- 
dificam o mesmo polipeptfdio. Esses genes tambem sao 
conhecidos como genes para logos — genes homologos em 
uma especie. Os genes homologos presentes em diferen- 
tes especies sao conhecidos como genes ortologos. Os genes 
da tubulina de Arabidopsis e Chlamydomonas sao ortologos. 

GENOMAS PROCARI6TICOS 

O Haemophilus influenzae foi o primeiro microrganismo 
celular a ter todo o genoma sequenciado; a sequencia foi 
publicada em 1995. Em fevereiro de 2011, as sequencias 
completas dos genomas de 1.412 arqueobacterias e bac- 
teiias foram divulgadas em bancos de dados publicos, e 


Tubulina Aminoacido Aminoacido 

p6: 1 MREILHIQGGQCGNQIGsKFWEVVCdEHGIDpTGRYvG nsDLQLERVNVYYNEASCGRyV 60 

! M! I I 1 ! I I 1 I MI I I MMIIl I I III MM I I I I I II I 11 I III I I I II I 

p8: 1 MREILHIQGGQCGNQIGAKFWEVVCAEHGIDsTGRYqG enDLQLERVNVYYNEASCGRFV 60 

I I M I I I I I I I I I I I I I I I II I I I M I I I I I I I II I I 1 I I M I I I I I I I I I II II 

P2 e p3: 1 MREILHIQGGQCGNQIGAKFWEVVCAEHGIDpTGRYtGD SDLQLERiNVYYNEASCGRFV 60 

II M I I I II II M Ml I M I II I I I I I I MM II I I I! I I I I I III I I I I I I 

P7: 1 MREILHIQGGQCGNQIGSKFWEVVnIEHGIDqTGRYvGD SeLQLERvNVYYNEASCGRYV 60 

I I 1 I I I I I I I I I II II I I II I I I I I I II I II I II I I II I I I III I I I II II 

P5: 1 MREILHIQGGQCGNQIGSK FWEVICDEHGIDs TGRY sGD t ADLQLE RINVYYNEASGGRYV 61 

I I I! II II I I II I I II I I I II I I II I I I I I I I I II II I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

pi: 1 MREILHvQGGQCGNQIGSK FWEVICDEHGvDpTGRY nGDSADLQL E RINVYYNEASGGRYV 61 

I I I I I I I I I I I I II I I Ml I I I II i II I II I III I I I I M II I I I I M II 

P4: 1 MREILHIQGGQCGNQIGAK FWEVICDEHGIDb TGQY vGDS pLQLERidVYFNEASGGKYV 60 

I I 11 I I I I I III I I I I I II M I I I I Mill III II I I I I II I I I I I I II Ml I 

P9: 1 MREILHIQGGQCGNQIGAK FWEVICgEHGIDq TGQs cGD tDLQLERINVYFNEASGGKYV 60 

1 —v— 1 1 -v- 1 1 —v— 1 1 —v— 1 

Seqs. conservadas 1 2 3 4 5 


■ FIGURA 15 19 llustragao de um alinhamento multissequendal de protefnas usando o cddigo de aminoacidos com uma letra (ver Figura 12.1). 
O alinhamento - gerado com o programa “PileUp" GCG - compara as regioes aminoterminais das oito (3-tubulinas de Arabidopsis , que sao 
codificadas por nove genes. Os genes TUB2 (TL/bulin Seta number 2) e TUB3 codificam produtos identicos {as tubulinas (32- e (33): esses dois 
genes diferem apenas nas posigoes correspondentes as terceiras bases degeneradas de codons. As sequencias mais semelhantes sao agrupadas. 
Os codigos de aminoacidos com uma letra sao escritos em Letra maiuscula quando as sequencias adjacentes sao identicas e em letra minuscula 
quando as sequencias adjacentes sao diferentes. 



























424 Fundamentos de Genetica 


ha projetos de sequenciamento em curso de outras 3.695 
especies. O tamanho dos genomas sequenciados varia: e 
de 490.885 pb em Nanoarchaeum equitans, um simbionte 
obrigatorio; 580.076 pb em Mycoplasma genitalium, con- 
siderado o menor genoma de qualquer bacteria nao 
simbiotica; 4.403.837 pb em Mycobacterium tuberculosis, 
eausador de mais mortes humanas que qualquer outra 
bacteria infecciosa; 4.639.675 pb na linhagem K12 de Es¬ 
cherichia coli, o microrganismo celular mais bem conheci- 
do; e de 9.105.828 pb em Bradyrhizobium japonicum, uma 
bacteria do solo capaz de colonizar os nodulos das raizes 
das plantas. A Tabela 15.1 mostra o tamanho e o conteudo 
genico previsto de alguns genomas procarioticos; a lis- 
ta completa e encontrada em http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/genomes/lproks.cgi. 

Uma das caracteristicas surpreendentes dos genomas 
bacterianos e sua variabilidade de tamanho em uma es¬ 
pecie. Estudos em E. coli, Prochlorococcus marinus e Strepto¬ 
coccus coelicolor documentaram variagoes no tamanho do 
genoma de ate um milhao de pares de nucleotidios entre 
diferentes linhagens da mesma especie. 

Dos genomas bacterianos sequenciados ate hoje, 
a sequencia do genoma da linhagem K12 de E. coli ge- 
rou grande entusiasmo entre os biologos. A E. coli e o 
organismo celular mais estudado e conhecido em nosso 
planeta. A E. coli foi o organismo-modelo preferido de 
geneticistas, bioquimicos e biologos moleculares durante 
decadas. A maior parte do conhecimento sobre genetica 
bacteriana foi adquirida a partir de pesquisas em E. coli 
Assim, a publicagao em 1997 da sequencia completa do 
genoma de E. coli com seus 4.467 supostos genes codifi- 
cadores de protemas Ibi um marco genetico importante. 
Conhecidos e supostos genes especificadores de protei- 
nas e RNA estaveis constituem 87,8%e0,8%do genoma, 
respectivamente, e elementos repetitivos nao codificado- 
res constituem 0,7% do genoma. Assim, 10,7% do geno¬ 
ma con tern necessariamente sequencias reguladoras e 
sequencias com fungoes desconhecidas. 


Os genomas de M. tuberculosis (tuberculose), Legionella 
pneumophila (doenga dos legionarios), Yersinia pestis (pes- 
te bubonica) e outras bacterias infecciosas tambem sao 
de grande interesse por causa da patogenicidade desses 
organismos e da esperanga de que o conhecimento com- 
pleto de seu metabolismo sugira maneiras de evitar essas 
doengas frequentemente fatais. 

O genoma de M. genitalium e de interesse especial por- 
que pode se aproximar do “conjunto genico minimo” de 
um organismo celular — o menor conjunto de genes que 
possibilita a reprodugao de uma celula. O genoma de M. 
genitalium contem apenas 525 genes previstos, e as mu- 
tagoes produzidas por engenharia genetica mostraram 
que ao menos 100 desses genes nao sao essenciais para a 
sobrevivencia. Quando compararam os 525 genes de M. 
genitalium aos de outras bacterias e usaram informagoes 
sobre as fungoes desses genes em outras bacterias, os pes- 
quisadores estimaram que o numero mmimo de genes 
necessario para a reprodugao de um organismo celular 
varia entre 265 e 350. 

bacteria viva com genoma 

SINTETIZADO QUIMICAMENTE 

Depois de sequenciar o pequeno genoma de Micoplasma 
genitalium com seus 525 genes previstos, J. Craig Venter 
e colegas interessaram-se pelo “conjunto minimo de ge¬ 
nes” — o numero minimo de genes que manteria a vida 
— de um organismo unicelular. Nos preparativos para o 
teste da hipotese de que o “conjunto minimo de genes” 
tinha aproximadamente 300 genes, os pesquisadores do 
J. Craig Venter Institute, em Maryland, decidiram criar 
um genoma bacteriano totalmente sintetico. Em razao 
do crescimento lento e do estilo de vida parasitario do 
M. genitalium , eles decidiram sintetizar o genoma de M. 
mycoides, seu parente de crescimento mais rapido. 

Os pontos de partida para o trabalho foram as se¬ 
quencias nucleotidicas publicadas dos genomas de duas 


Tabela 15.1 

Tamanho e conteudo genico de genomas procarioticos selecionados. 

Especie 

Tamanho do genoma em pares de nucleotidios 

Numero previsto de genes 

Arqueobacterias 

Nanoarchaeum equitans 

490.885 

582 

Sulfolobus solfataricus 

2.992.245 

3.033 

Eubacterias 

Bradyrhizobium japonicum 

9.105.828 

8.373 

Escherichia coli, linhagem K12 MG1655 

4.639.675 

4.467 

Escherichia coli, linhagem 0157 EDL933 

5.528.970 

5.463 

Legionella pneumophita, linhagem Paris 

3.503.610 

3.136 

Mycobacterium tuberculosis , linhagem CDC 

4.403.837 

4.293 

Mycobacterium genitalium 

580.076 

525 

Yersinia pestis, linhagem KIM 

4.600.755 

4.240 


Dados do site do NCBI (http://www.ncbl.ntm.nih.gov/Genomes) 
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linhagens de M. mycoides . Eles comegaram sintetizando 
oligonucleotidios, que recompuseram em cassetes de 
1.080 pb com superposigoes de 80 pb. Venter e associa- 
dos verificaram a acuracia de seus processos sinteticos 
por sequenciamento de todos os cassetes. Os cassetes fo- 
ram designados com os sitios de restrigao Notl em suas 
terminagoes. A estrategia essencial na montagem dos cas¬ 
setes em urn genoma completo foi transformar celulas de 
leveduras e selecionar os produtos de recombinagao ho- 
mologa in vivo. Primeiro, eles montaram 1.078 cassetes 
de 1.080 pb recompostos para produzir 109 unidades de 
10.080 pb que, por sua vez, foram unidos para produzir 
onze megaunidades de 100.000 pb. Em seguida, os seg- 
mentos genomicos de 100 kb ioram unidos para produ¬ 
zir o genoma completo de 1.077.947 pb. O processo de 
sfntese e montagem e ilustrado na Figura 15.20. 

A equipe de pesquisa inseriu quatro DNA marcadores 
para usar na distingao do genoma sintetico dos genomas 
de M. mycoides de tipo selvagem e deletou uma regiao nao 
essencial de 4 kb. Os DNA marcadores inclufam o gene 
lacZ de E. coli, que permitiram a identificagao de celu¬ 


las com genoma sintetico como colonias azuis em placas 
com X-gal (ver Figura 14.4), e urn gene de resistencia a 
tetraciclina, que tornou possfvel selecionar celulas com o 
genoma sintetico apos transplante em celulas sensiveis a 
tetraciclina. 

Eles usaram PGR realizada com pares de iniciadores 
que transpunham cada um dos onze segmentos genomi¬ 
cos de 100 kb para pesquisa do genoma sintetico com¬ 
pleto, comparando os resultados com aqueles obtidos 
usando o genoma de uma linhagem selvagem. Uma vez 
montado todo o genoma, eles precisavam determinar se 
era funcional. Eles fizeram isso por transplante do geno¬ 
ma sintetico para celulas de uma especie de M. caprico- 
lum intimamente relacionada. O sistema de restrigao de 
celulas receptoras havia sido previamente inativado por 
uma mutagao por insergao que impedia a degradagao do 
DNA estranho (ver Figura 14.1). Depois do transplante 
do genoma sintetico intacto em celulas de M. capricolum, 
as “celulas transitoriamente binucleadas” foram plaque- 
adas em meio X-gal contendo tetraciclina. A tetraciclina 
selecionou celulas com o genoma sintetico de M. mycoi- 


Sequencias necessarias para 
propagacao em leveduras e 
transplante de genoma 



Sintetizador de 
oligonucleotidio 


^Mcn GCGcA 

MT ChGeCATC 4 j-q 


Oligonucleotidios 


Cassetes de 1.080 pb (1.078) 

(Conjunto 109X) 

Conjuntos de 10.080 pb (109) 

(Conjunto 1IX} 

Conjuntos de 100.000 pb (11) 

(Conjunto IX) 


Sequences marcadoras 


Deiecao de regiao 
nao essencial de 4 kb 


Sequences 

marcadoras 


Si 1 




Sequences marcadoras 


r 

Sequences marcadoras 


■ FIGURA 15.20 Estrategia usada para criar um genoma bacteriano totalmente sintetico. A construgao do genoma bacteriano sintetico come- 
gou com a sfntese de sequences oligonucleotidicas correspondentes as sequencias estabeiecidas no genoma de linhagens de tipo selvagem de 
M. mycoides. Essas sequencias foram recompostas na serie de unidades mostradas para produzir um genoma completo de 1.077.947 pb de M. 
mycoides. O transplante em celulas de uma especie M. capricolum intimamente relacionada mostrou que o genoma era totalmente funcional. 
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des, e o X-gal possibilitou a distingao entre as bacterias 
desejadas — colonias azuis - e as demais celulas receptoras 
- colonias brancas. 

Agora que desenvolveram a tecnologia necessaria para 
sintetizar genomas bacterianos completos e transferi-los 
das celulas de levedura para bacterias, Venter e colabo- 
radores podem dar seguimento a questao do “conjunto 
minimo de genes” por delegao de genes e teste da viabili- 
dade. Eles tambem podem tentar produzir bacterias com 
genomas sinteticos que sintetizam produtos uteis ou que 
degradam poluentes ambientais, e assim por diante. Era- 
bora o custo do procedimento ainda seja muito alto, os 
aperfeigoamentos tecnicos devem levar a produgao mais 
eficiente e mais barata de genomas sinteticos no futuro. 

GENOMAS DE CLOROPLASTOS E 
MITOCONDRIAS 

As celulas eucarioticas contem compartimentos ou orga- 
nelas delimitados por membrana que tem papel impor- 
tante no metabolismo da energia. As mitocondrias con- 
vertem moleculas organicas em energia por metabolismo 
aerobico, ou oxidativo, e os cloroplastos usam a energia 
da luz solar para sintetizar material organico a partir 
da agua e do dioxido de carbono - processo conhecido 
como lotossmtese. E quase certo que essas duas organelas 
tenham se desenvolvido a partir de celulas procarioticas 
que estabeleceram relagoes simbioticas — mutuamente 
beneficas - com celulas hospedeiras. Esses procariotos 
trouxeram consigo seus genomas, alem da capacidade de 
metabolismo aerobico e lotossmtese. Logo, mitocondrias 
e cloroplastos tem seu proprio genoma. Nos dois casos, 
porem, essas organelas usam algumas protemas importa- 
das codificadas por genes nucleares para complementar 


produtos genicos especificados por genes das organelas. 
Atualmente, as celulas eucarioticas tornaram-se altamen- 
te dependentes desses ex-invasores procarioticos. A fo- 
tossintese dos vegetais nao existiria sem cloroplastos, e 
a respiragao aerobica dos vegetais e animais nao existiria 
sem mitocondrias. 

Genomas mitocondriais 

Os sistemas genetic os mitocondriais sao constitufdos de 
DNA e do mecanismo molecular necessario para repli- 
car e expressar os genes contidos nesse DNA. Esse meca¬ 
nismo inclui as macromoleculas necessarias para trans- 
crigao e tradugao. As mitocondrias tem ate mesmo seus 
proprios ribossomos. Muitas dessas macromoleculas sao 
codificadas por genes mitocondriais, mas algumas sao co¬ 
dificadas por genes nucleares e, por tan to, importadas do 
citosol. 

O DNA mitocondrial, geralmente abreviado como mtDNA, 
foi descoberto na decada de 1960, a principio por mi- 
crografias eletronicas que mostraram fibras semelhantes 
ao DNA nas mitocondrias. Mais tarde, essas libras foram 
extraidas e caracterizadas por procedimentos fisicos e qui- 
micos. O advento das tecnicas de DNA recombinante tor- 
nou possfvel analisar o mtDNA com muitos detalhes. Na 
verdade, ja foram determinadas as sequencias nucleotidi- 
cas completas das moleculas de mtDNA de muitas especies 
diferentes. ATabela 15.2 mostra os mtDNA representatives. 
O site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genlist. 
cgiPtaxid = 2759&type=4&name=Eukaryota Organelles 
apresenta uma lista completa dos genomas mitocon¬ 
driais sequenciados ate hoje. O tamanho das moleculas 
de DNA mitocondrial varia muito, de aproximadamen- 
te 6 kb no Plasmodium, parasito causador da malaria, ate 
2.500 kb em algumas angiospermas. Cada mitocondria 


la 15.2 


Tamanho e conteudo genico de genomas mitocondriais e cloroplasticos selecionados 

Especie 

Nome comum 

Tamanho do genoma em 
pares de nucleottdios 

Numero previsto de genes 

J 

Genomas mitocondriais 

Arabidopsis thaliana 

arabeta 

366.924 

57 

Caenorhabditis elegans 

nematodeo 

13.794 

12 

■ 

Drosophila metanogaster 

| Mosca-das-frutas 

19.517 

37 

Homo sapiens 

ser humane 

16.571 

37 

Oryza sativa indica 

arroz 

491.515 

96 

Saccharomyces cerevisiae 

fermento de pao 

85.779 

43 

lea mays subsp. mays 

miiho 

569.630 

218 

Genomas cloroplasticos 

Arabidopsis thaliana 

arabeta 

154.478 

129 

Chlamydomonas reinhardtii 

alga verde 

203.828 

109 

Marchantia polymorpha 

hepatica talosa 

121.024 

134 

Oryza sativa Japonica 

arroz 

134.525 

159 

lea mays subsp. mays 

miiho 

140.384 

158 


Dados do site do NCBf (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genomes) 
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parece conter varias copias do DNA, e como cada celu- 
la geralmente tem muitas mitocondrias, o numero de 
moleculas de mtDNA por celula pode ser muito grande. 
Um oocito de vertebrado, por exemplo, pode conter ate 
IQ 8 copias do mtDNA. As celulas somaticas, porem, tem 
menos copias, talvez menos de 1.000. 

A maioria das moleculas de mtDNA e circular, mas em 
algumas especies, como a alga Cklamydomonas reinhardtii 
e o ciliado Paramecium aurelia, elas sao lineares. As mole¬ 
culas circulares de mtDNA, que foram mais bem estuda- 
das, parecem ser organizadas de muitas maneiras dife- 
rentes. Nos vertebrados, 37 genes sao acondicionados em 
um cfrculo de 16 a 17 kb, deixando pouco ou nenhum 
espago entre os genes. Em algumas angiospermas, um 
numero desconhecido de genes e disperso sobre uma 
molecula de DNA circular muito grande com centenas 
ou milhares de quilobases. 

O mtDNA animal e pequeno e compacto. Em seres 
humanos, por exemplo, o mtDNA tem 16.571 pares de 
bases e contem 37 genes (Figure 15.21), inclusive dois que 
codificam RNAribossomico, 22 que codificam RNAtrans- 
portador e 13 que codificam polipeptidios implicados na 
fosforilagao oxidativa, o processo usado por mitocondrias 
para recrutar energia. Em camundongos, bois e sapos, o 
mtDNA e semelhante ao de seres humanos - indicagao 
de conservagao basica da estrutura no subfilo vertebrado. 
O tamanho dos mtDNA de invertebrados e aproximada- 
mente igual ao de vertebrados, mas sua organizagao ge- 
netica e um tanto diferente. Em fungos, o mtDNA e bem 
maior que em animais. A levedura, por exemplo, tem 

Filamento H 



■ FIGURA 15.21 Mapa do genoma mitocondrial humano. M>7-6sao 
genes codificadores de subunidades da enzima NADH redutase; os ge¬ 
nes de tRNA no mtDNA sao indicados por abreviaturas dos aminoa- 
cidos. As setas mostram a diregao da transcrigao. Os genes no cfrculo 
interno sao transcritos a partir do filamento L (leve) do DNA, enquan- 
to os genes no cfrculo extemo sao transcritos a partir do filamento H 
(pesado) do DNA. 


moleculas circulares de mtDNA com 78 kb. O mtDNA 
vegetal e muito maior que o mtDNA de outros organis- 
mos (Tabela 15.2). A estrutura tambem e mais variavel. 
Um dos primeiros mtDNA vegetais sequenciados foi o da 
hepatica talosa, Marchaniia polymorpha. O mtDNA dessa 
planta nao vascular primitiva e uma molecula circular de 
186 kb com 94 matrizes abertas de leitura (ORF) bastante 
grandes. Em plantas vasculares, o mtDNA e maior que 
na Marchantia ; por exemplo, e uma molecula circular de 
570 kb no milho. As moleculas de mtDNA dos vegetais 
superiores contem muitas sequencias nao codificadoras, 
inclusive algumas duplicadas. 

A maioria dos produtos genicos mitocondriais, ou tal¬ 
vez tod os eles, so tem fungao dentro da mitocondria. No 
entanto, eles nao atuam sozinhos. Muitos produtos geni¬ 
cos nucleares sao importados para potencializar ou faci- 
litar sua fungao. Os ribossomos mitocondriais, por exem¬ 
plo, sao construfdos com RNA ribossomico transcrito de 
genes mitocondriais e com protemas ribossomicas codifi- 
cadas por genes nucleares. As protemas ribossomicas sao 
sintetizadas no citosol e importadas pelas mitocondrias 
para montagem de ribossomos. 

Muitos polipeptidios necessarios para o metabolismo 
aerobico tambem sao sintetizados no citosol. Eles incluem 
subunidades de varias protemas participantes da fosforila- 
gao oxidativa — por exemplo, a ATPase que e responsavel 
por acoplar a energia do metabolismo aerobico ao ATP. 
No entanto, como algumas das subunidades dessa protef- 
na sao sintetizadas nas mitocondrias, a protefna completa 
e, na verdade, uma mistura de produtos genicos nucleares 
e mitocondriais. Essa composigao dupla sugere que os 
sistemas geneticos nucleares e mitocondriais sao coord e- 
nados de alguma maneira para a smtese de quantidades 
equivalentes de seus produtos. Para aumentar a sua com- 
preensao sobre as estruturas dos genomas mitocondriais, 
responda as questoes de Resolva! O que sabemos sobre o 
genoma mitocondrial do extinto mamute-lanoso? 

Genomas de cloroplastos 

Os cloroplastos sao formas especializadas de uma classe 
geral de organelas vegetais conhecidas como plastfdios. Os 
botanicos distinguem varios tipos de plastfdios, entre eles 
cromoplastos (plastfdios que contem pigmentos), ami- 
loplastos (plastfdios que contem amido) e elaioplastos 
(plastfdios que contem oleos ou lipfdios). Os tres tipos 
parecem desenvolver-se a partir de pequenas organelas 
limitadas por membranas, conhecidas como proplastf- 
dios, e, em determinada especie vegetal, todos parecem 
conter DNA identico. Em geral, esse DNA e denominado 
DNA do cloroplasto, abreviado como cpDNA. 

Em vegetais superiores, o tamanho dos cpDNA geral¬ 
mente varia de 120 a 160 kb, e em algas, de 85 a 292 kb 
(Tabela 15.2) . Em algumas especies de algas verdes do 
genero Acetabularia, o cpDNA e muito maior, com cerca 
de 2.000 kb. Os cpDNA de vegetais sequenciados sao mo¬ 
leculas circulares. 

O numero de moleculas de cpDNA em uma celula 
depende de dois fatores: o numero de cloroplastos e o 
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O que sabemos sobre o genoma 
mitocondrial do extinto mamute-lanoso? 


O mamute-lanoso, Mammuthus primigenius, desapareceu da 
maior parte de sua area de distribuiqao ha cerca de 10.000 anos; 
uma pequena populagao sobreviveu na llha de Wrangel, no 
Oceano Artico, ate cerca de 4.700 anos atras. ja que a especie 
foi extinta ha quase 5.000 anos, como os cientistas consegui- 
ram sequenciar grandes porqoes de seu genoma nuclear e todo 
o seu genoma mitocondrial? Qua! e o tamanho do genoma 
mitocondrial (mtDNA) do mamute-lanoso? Quantos genes 
codificadores de proteina ele contem? Quantas moleculas de 
RNA nao codificadoras ele especifica? A sequencia do mtDNA 
do mamute-lanoso e mais semelhante a do mtDNA do ser 
humano ou do elefante? Se voce comparar os mtDNA (1) do 
mamute-lanoso e do elefante e (2) do homem de Neandertal e 
do ser humano, que sequences sao mais semelhantes? 

Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


numero de moleculas de cpDNA em cada cloroplasto. 
For exemplo, a alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii 
tern apenas um cloroplasto por celula e contem cerca de 
100 copias do cpDNA. A Euglena gracilis, outro organis- 
mo unicelular, tem cerca de 15 cloroplastos por celula, 
e cada uma delas contem cerca de 40 copias do cpDNA. 

Todas as moleculas de cpDNA tem basicamente o 
mesmo con junto de genes, mas em especies dife rentes 
esses genes estao organizados de maneiras diferentes. O 

Q O 

conjunto de genes basicos inclui genes de RNA ribosso- 
mico, RNA transportador, algumas protefnas ribossomi- 
cas, varios componentes polipeptfdicos dos fotossistemas 
implicados na captura de energia solar, a subunidade 
com atividade catalftica da enzima ribulose 1,5-bifosfa- 
to carboxilase e quatro subunidades de uma RNA poli- 
merase cloroplasto-especifica. Mais de 200 moleculas de 
cpDNA foram totalmente sequenciadas. A Tabela 15.2 
lista alguns exemplos; a lista completa esta disponivel 
em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Genomes- 
Group. c gi ? taxid=2759&op t-plasti d. 

Dois dos primeiros cpDNA sequenciados eram de he- 
patica talosa, Marchantia polytnorpha (Figura 15.22), e de 



Genoma cloroplastico 
da hepatica talosa, 
Marchantia polymorpha 
(121.024 pares de nucleotidios) 
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■ figura i ! :> 22 Organizagao genetica do genoma cloroplastico da hepatica talosa, Marchantia polymorpha. Simbolos: rpo, RNA polimerase; 
rps, protefnas ribossomicas de subunidade pequena: rpl e secX , protefnas ribossomicas de subunidade grande; 4.55, 55, 765, 235, rRNA do tama¬ 
nho indicado;rbs, ribulose bifosfato carboxilase; psa, fotossistema I; psb, fotossistema II; pet, complexo citocromo b/f; atp, sfntese de ATP ;infA, 
fator de inidagao A;/rx, protefnas ferro-enxofre; ndh, suposta NADH redutase; mpb, cloroplasto permease; os genes de tRNA sao indicados por 
abreviaturas dos aminoacidos. 
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tabaco, Nicotiana tabacum. O cpDNA do tabaco e maior 
(155.844 pb) e contem cerca de 150 genes. A maioria dos 
cpDNA tem um par de grandes repetigoes invertidas que 
contem os genes dos RNA ribossomicos. 

Como ja mencionado, o desenvolvimento de cloro- 
plastos funcionais depende da expressao tanto dos genes 
nucleares quanto cloroplasticos. Os genes nucleares sao 
transcritos no nucleo e traduzidos no citosol. Os produ- 
tos dos genes nucleares que atuam no cloroplasto devem 
ser importados do citosol. Uma vez importadas, essas 
protemas devem agir em conjunto com protemas codi- 
ficadas por cpDNA. Portanto, os cloroplastos luncionais 
dependem das atividades coordenadas dos produtos ge- 
nicos nucleares e cloroplasticos. 


CENOMAS EUCARIOTICOS 

O fermento de pao, a levedura Saccharomyces cerevisiae, foi 
o primeiro microrganismo eucariotico a ter todo o geno- 
ma sequenciado. A sequencia completa de 12.068 kb do 
genoma de S. cerevisiae foi montada em 1996 gragas a co- 
laboragao internacional de aproximadamente 600 cien- 
tistas da Europa, da America do Norte e do Japao. O 
genoma da levedura contem 5.885 possfveis genes codifi- 
cadores de protemas, cerca de 140 genes especificadores 
de RNA ribossomico, 40 genes para moleculas de peque- 
no RNA nuclear e mais de 200 genes de tRNA. Os pesqui- 
sadores produziram delegoes sistematicas de quase todos 
(5.916 ou 96,5%) os 6.268 genes previstos no genoma de 
levedura. Dos genes testados, 1.105 (18,7%) cram essen- 


ciais para o crescimento em meio rico em glicose - isto e, 
as delegoes desses genes foram letais. Algumas delegoes 
nao foram letais porque o genoma de levedura contem 
muitos genes duplicados. E preciso que haja delegao das 
duas copias desses genes para produzir efeito letal. Mui¬ 
tos outros genes de levedura podem ser dele tad os sem 
destruir o organismo. No entanto, muitas vezes os kno¬ 
ckouts desses genes estao associados a alteragoes morfolo- 
gicas ou a prejufzo do crescimento. 

Logo se seguiram as sequencias dos genomas de ou¬ 
tros sistemas modelos eucarioticos. A sequencia de 99% 
do genoma do verme Caenorhabditis elegans loi publicada 
em 1998, e sequencias quase completas dos genomas da 
mosca-das-frutas Drosophila melanogaster e da planta mo¬ 
del© Arabidopsis thaliana seguiram-se em 2000. A divulga- 
gao de duas primeiras versoes da sequencia do genoma 
humano em 2001 provavelmente teve maior cobertura 
da midia internacional que qualquer outro evento na his- 
toria da biologia. Como ja mencionado, uma sequencia 
quase completa do genoma humano foi divulgada em 
2004. 


O que aprendemos com todas essas sequencias? Ao 
contrario dos genomas de arqueobacterias e eubacterias, 
a densidade genica varia muito entre diferentes especies 
eucarioticas, desde um gene por 1.900 pb em Saccharomyces 
cerevisiae ale um gene por 127.900 pb (145.000 pb se for 
inclufda a heterocromatina nao sequenciada) em seres 
humanos. A Tabela 15.3 mostra o tamanho e o conteu- 
do genico dos genomas de eucariotos selecionados; a 
lista completa de genomas sequenciados e projetos de 


Tabela 15.3 

Tamanho e conteudo genico previsto de genomas eucarioticos selecionados. 

Especie 

Nome comum 

Tamanho do genoma em 
pares de nucleottdios 

Numero previsto de 
genes* 

Densidade genica 
(pb/gene) n 

Protista 

Plasmodium falciparum 

protozoario da 
malaria 

22.820.308 

5.361 

4.300 

Fungo 

Saccharomyces cerevisiae 

fermento de pao 

12.057.909 

6.268 

1.900 

Nematodeo 

Caenorhabditis elegans 

nematodeo 

100.291.841 

20.516 

4.900 

Inseto 

Drosophila melanogaster 

mosca-das-frutas 

[ 131.000.899 

13.792 

9.500 

Vegetal 

Arabidopsis thaliana 

ara beta 

119.186.496 

28.152 

4.200 

Vertebrados 

Danio rerio 

peixe-zebra 

1.571.018.465 

23.524 

66.800 

Homo sapiens 

ser humano 

2.851.330.913 

22.287 

127.900 

Mus musculus 

camundongo 

2.932.368.526 

25.396 

115.500 

Pan troglodytes 

chimpanze 

[2.928.563.828 

21.098 

139.000 


Dados do site do NCB! http://www.ncbl.nlm.nih.gov/Genomes, do site de Ensembl (http://www.ensembl.org) ou do banco de dados CBS Genome Atlas 
(http://www.cbs.dtu.dk/sen/ices/GenomeAtlas) 

*Os numeros de genes sao previsoes de Ensembl (menos pseudogenes quando ha dados disponfveis). 
n Os numeros de pares de bases sao arredondados para a centena mais proxima. 
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sequenciamento em andamento podem ser encontrados 
em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomas/leuks.cgi. Os 
genomas dos eucariotos unicelulares sao como os das 
leveduras, com um gene para cada 1.000 a 2.000 pb. A 
densidade genica cai para um gene por 4.000 a 5.000 pb 
em Arabidopsis e C. elegans, um gene por 9.500 pb em D. 
melanogaster e e minima em mamfferos, com um gene 
para cada 115.000 a 129.000 pb. A diminuiqao da densi¬ 
dade genica observada com o aumento da complexidade 
evolutiva suscita quesloes sobre as funqoes do DNA nao 
codificador. Como ja mencionado (ver Figura 15.12), um 
consorcio internacional do projeto ETVCyclopedia Of DNA 
/dements (ENCODE) esta investigando as funqoes dos 
DNA nao codificadores. Teste a sua habilidade com algu- 
mas ferramentas da internet para analisar sequencias de 
DNA eucariotico na seqao Resolva! O que se pode apren- 
der sobre sequencias de DNA com a bioinformatica? 

Uma explicaqao para a menor densidade genica nos 
genomas eucarioticos maiores e que esses genomas con¬ 
tent quantidade consideravel de DNA repetitivo (Capftu- 
Io 9). A levedura Saccharomyces cerevisiae tern muito poli¬ 
ce DNA repetitivo, embora cerca de 30% de seus genes 
sejam duplicados. Ja os genomas de eucariotos multice- 
lulares content muito DNA repetitivo, e a quantidade 
desse material esta, na maioria dos casos, diretamente 
relacionada com o tamanho do genoma. Por exemplo, 
apenas cerca de 10% do pequeno genoma de C. elegans € 
constitufdo de DNA moderadamente repetitivo, enquan- 
to cerca de 45% dos grandes genomas de mamfferos sao 
constitufdos de sequencias de DNA moderadamente re- 
petidas. A maioria dessas sequencias moderadamente re- 


Resolva! 


O que se pode aprender sobre sequencias 
de DNA com a bioinformatica? 

Traduza as duas sequencias de DNA a seguir em todas as seis 
matrizes de leitura usando o software disponivel em http:// 
www.expasy.org/tools/dna.html. 

Sequencia 1: atggtgctgt ctcctgccga caagaccaac 
gtcaaggccg cctggggtaa ggtcggcgcg cacgctggcg 
agtatggtgc ggaggccctg gagaggatgt tcctgtcctt 
ccccaccacc 

Sequencia 2: aatatgctta ccaagctgt gattccaaat 
attacgtaaa tacacttgca aaggaggatg tttttagtag 
caatttgtac tgatggtatg gggccaagag atatatctta 
gagggagggc 

Que sequencia provavelmente e parte da sequencia codifica- 
dora de um gene? Que sequencia ctaramente nao e parte de 
uma sequencia codificadora? Por que? Em seguida, faqa uma 
busca BLAST no site Entrez de PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
entrez) pela possivel sequencia codificadora. A sequencia esta 
presente no GenBank? E uma sequencia codificadora? Em que 
organismo? Em que gene? 

Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


petitivas e derivada de elementos geneticos transponfveis 
(Capftulo 17). 

O DNAaltamente repetitivo tambem e mais abundan- 
te em genomas maiores; no entanto, nao ha correlagao 
direta entre a quantidade de DNAaltamente repetitivo e 
o tamanho do genoma. Na verdade, as vezes especies pro- 
ximas diferem muito na quantidade de DNA altamente 
repetitivo. Por exemplo, 18% do genoma de D. melano¬ 
gaster e constitufdo de DNA altamente repetitivo, ao pas- 
so que 45% do DNA de D. virilis e altamente repetitivo. 
Grande parte do DNA altamente repetitivo na maioria 
das especies, inclusive em seres humanos, esta presente 
nas regioes de cromossomos que ladeiam os centrome- 
ros (helerocromatina centromerica) e nos telomeros. E 
diffcil sequenciar esse DNA. Na verdade, a maior parte 
do DNA nao sequenciado no genoma humano - 472 mi- 
lhoes de pares de bases - e constitufda de sequencias alta¬ 
mente repetitivas, e 24 das lacunas na sequencia do geno¬ 
ma humano correspondem a blocos de heterocromatina 
centromerica nos 24 cromossomos. 

Os fntrons sao um componente importante do DNA 
eucariotico e sao mais prevalentes e mais longos nos 
genomas eucarioticos maiores. As regioes intergenicas 
tambem sao mais loneas nos genomas eucarioticos maio- 

O O 

res. Ja o ntimero de domfnios de protefnas distintos - re¬ 
gioes funcionais das protefnas - codificados por genes 
nao parece variar muito com o tamanho do genoma. Os 
numeros previstos de domfnios de protefnas codificados 
pelos genomas de A. thaliana , D. melanogaster e humano 
sao 1.012, 1.035 e 1.262, respectivamente. No entanto, 
os seres humanos e outros vertebrados usam mais as vias 
alternativas de recomposiqao do transcrito (Capftulo 19) 
para embaralhar esses domfnios em mais combinaqoes, 
aumentando a diversidade de protefnas. 

EVOLUCAO DO GENOMA EM 
GRAMfNEAS CEREAIS 

O cultivo de cereais fornece grande parte do alimento 
consumido pelos seres humanos e seus animais domes- 
ticos, que geram mais alimento humano. Portanto, o ati- 
mento da produtividade de cereais e um elemento im¬ 
portante no esforqo para alimentar a populacao humana 
em permanente expansao em nosso plan eta. Aumentar 
o conhecimento dos genomas dessas especies com im- 
portancia agrfcola e essencial para alcancar esse objetivo. 
Recentes analises comparativas dos genomas de varias 
especies de cereais indicant que grande parte das infor- 
ntacbes obtidas por mapeamento e sequenciamento do 
menor desses genomas - o genoma de 400 mb do arroz 

O O 

- sera diretamente aplicavel a outros cereais gramfneas 
por causa da conservaqao da estrutura do genoma nessas 
especies. 

Quando Graham Moore e colegas compararam os 
mapas geneticos de alta densidade dos cromossomos de 
varios cereais gramfneas, descobriram que, apesar das 
grandes diferencas no tamanho do genoma e no nume- 
ro de cromossomos, as relagoes genicas de blocos de se- 
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quencias de DNA especfficas e genes conhecidos cram 
excepcionalmente conservadas. Por outro lado, a quan- 
tidade e a localizagao de sequencias repetitivas de DNA 
eram muito variaveis. 

A notavel conservagao da estrutura do genoma nas 
grammeas cereals e ilustrada com mais clareza pela re- 
presentagao do genoma do arroz como um arranjo cir¬ 
cular e o alinhamento dos bloc os de genes conservados 
na outra especie com o genoma do arroz (Figura 15.23). 
Essa organizagao circular dos genomas de cereais nao sig- 
nifica circularidade dos cromossomos ancestrais; apenas 
permite o alinhamento maxim o de blocos homologos de 
genes. O alinhamento tambem enfatiza a presenga de co- 
pias duplicadas de cada bloco de genes no genoma do 
milho, indicando que o milho evoluiu a partir de um an¬ 
cestral tetraploide. E interessante notar que um conjunto 
de genes esta presente principalmente nos pequenos cro¬ 
mossomos do milho, e o segundo conjunto esta presente 
principalmente nos grandes cromossomos. 

As estruturas conservadas dos genomas de grammeas 
cereais devem ajudar os melhoristas vegetais a produzir 
variedades com maior rendimento, resistencia a pragas, 
tolerancia a secas e outros tragos desejados. Em vista da 
estrutura conservada do genoma, as informagoes obtidas 
do sequenciamento do genoma relativamente pequeno 
do arroz devem ser aplicadas com mais facilidade aos 
projetos de melhoramento genetico e engenharia gene- 
tica nas outras especies de cereais. 


evolucAo do genoma 

EM MAMIFEROS 

Os genomas de mamiferos apresentam conservagao da 
estrutura do cromossomo semelhante a observada em 
grammeas cereais. Embora esteja em curso o mapeamen- 
to genetico de mais de 200 especies de mamiferos, atu- 
almente so existem mapas de alta densidade para o ser 
humano, camundongo, cachorro, rato e alguns animals 
rurais de importancia agropecuaria, como porcos e bois. 
Esses mapas cromossomicos detalhados podem ser usa- 
dos para demonstrar as relagoes de ligagao conservadas 
de genes nas especies cujos mapas estao disponrveis. Em 
outras especies, usou-se um procedimento conhecido 
como pintura cromossomica para analises comparativas do 
genoma. A pintura cromossomica e uma variagao da hi¬ 
bridizagao in situ com fluorescencia (FISH; veja o Apen- 
dice C: Hibridizagao in situ) na qual os cromossomos sao 
“pintados” de diferentes cores usando sondas de hibridi¬ 
zagao de DNA marcadas com corantes fluorescentes que 
emitem luz em diferentes comprimentos de onda. 

Em estudos genomicos comparativos, as sequencias de 
DNA de uma especie sao usadas para pintar os cromosso¬ 
mos de uma especie aparentada. Esses experimentos de 
pintura cromossomica com especies cruzadas sao conhe¬ 
cidos como experimentos Zoo-FISH. Em geral, sao feitos 
em condigoes de men or estringencia da hibridizagao, o 
que possibilita a detecgao de hibridizagao cruzada entre 




■ FIGURA 15.23 Mapa comparative simplificado dos genomas de sete grammeas cereais. Os cromossomos e os segmentos de cromossomos 
(indicados por letras maiuscuias) das varias grammeas cereais estao alinhados com os cromossomos do arroz, a especie de graminea que tern 
o menor genoma (centro). O genoma do milho tern duas copias semelhantes de cada bloco de genes e, portanto, ocupa dois aneis do cfrculo. 
As tinhas tracejadas externas unem segmentos adjacentes de cromossomos do trigo. Segmentos semelhantes de cromossomos no genoma da 
aveia nao sao unidos por linhas tracejadas para simplificar. 
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os filamentos parcialmente complementares de genes 
homologos. 

Alguns dos estudos mais interessantes de pintura cro¬ 
mossomica usaram as sequencias cm uma biblioteca ge- 
nomica cromossomo-especffica (Capftulo 14) de uma es¬ 
pecie para pintar os cromossomos da especie aparentada. 
Na verdade, podem-se usar diferentes corantes fluores- 
centes para identificar sequencias de dois ou mais cro¬ 
mossomos diferentes de uma especie, e essas sequencias 
marcadas por fluorescencia podem ser usadas para “pin¬ 
tar” os cromossomos da especie aparentada. Existem bi- 
bliotecas cromossomo-especfficas para todos os 24 cro¬ 
mossomos humanos, e as sequencias dessas bibliotecas 
foram usadas para “pintar” os cromossomos de varias 
especies aparentadas, inclusive a maioria dos primatas e 
alguns mamiferos com parentesco mais distante. 

Depois de analisarem a ligagao comparativa e os da¬ 
dos de pintura cromossomica, Bhanu Chowdhary e co¬ 
le gas conclurram que a evolugao de cromossomos de 
mamiferos estava relacionada com tres classes de sin te¬ 
nia conservada. (Sintenia e a presenga de genes no mes- 
mo cromossomo.) As tres classes sao (1) conservagao 
de cromossomos inteiros, (2) conservagao de grandes 
segmentos de cromossomos e (3) a uniao de segmentos 
de diferentes cromossomos para produzir nova sintenia. 


Cada tipo de evolugao do cromossomo e ilustrado na 

Figura 15.24. 

A sintenia de genes no cromossomo humano 17 e con¬ 
servada no cromossomo 12 de porco e no cromossomo 

19 de boi (Figura 15.24A). Gbservaram-se padroes seme- 
lhantes de conservagao dos cromossomos humanos 13 e 

20 nessas especies. 

O cromossomo humano 2 e um exemplo da segunda 
classe de sintenia conservada, a conservagao de grandes 
segmentos de cromossomos (Figura 15.24B). As princi¬ 
pals partes dos bragos curto e longo do cromossomo hu¬ 
mano 2 sao conservadas em dois cromossomos do porco 
e do boi (tambem no cachorro e no gato — nao mostra- 
dos). Os cromossomos humanos 4, 5, 6, 9 e 11 tambem 
tem grandes segmentos de cromossomo conservados nos 
outros mamiferos estudados. 

O terceiro padrao de sintenia conservada — a uniao 
de segmentos de cromossomos para produzir nova sin¬ 
tenia — ocorreu nos cromossomos humanos 3 e 21 (Fi¬ 
gura 15.24C). O cromossomo 13 do porco parece confer 
os genes dos dois cromossomos humanos dispostos como 
se estivessem simplesmente fundidos. Em bois, um bloco 
de genes presente no cromossomo humano 3 esta pre¬ 
sente em outro cromossomo (22), enquanto a maioria 
dos demais genes do cromossomo humano 3 esta no cro- 


Sintenia conservada de 
cromossomo inteiro. 


Sintenia conservada de grandes Segmentos de cromossomos combi nam-se 

segmentos cromossdmicos. para produzir nova sintenia. 
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Ser humano Porco 
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■ FIGURA 15.24 Evolugao cromossomica em mamiferos. Sao iLustrados exemplos de tres classes de sintenia conservada (blocos conservados 
de genes ligados). A. O cromossomo humano 17 e um exemplo da conservagao de cromossomos inteiros. Observe que mesmo com a sintenia 
conservada ocorrem inversoes, modificando a ordem de aLguns genes. B. O cromossomo humano 2 e um exemplo da conservagao de grandes 
segmentos de cromossomos. C. Os cromossomos humanos 3 e 21 iLustram a formagao de nova sintenia por fusao de cromossomos. As locali- 
zagoes cromossdmicas de alguns genes sao mostradas a direita dos cromossomos. A quantidade de genes mapeados no porco e menor que no 
boi ou no ser humano. Abaixo dos cromossomos sao mostrados os indicadores de cromossomos especie-espectficos. 
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mossomo (1) com os genes do cromossomo humano 21. 
Outros exemplos desse padrao de sintenia conservada 
sao os cromossomos humanos 12 e 22, 14 e 15, e 16 e 19. 

Apesar da extensa conservagao de blocos de genes 
ilustrados pelos exemplos ja apresentados, comparagoes 
mais detalhadas da estrutura do cromossomo em ma- 
miferos mostram que os numerosos rearranjos cromos- 
somicos ocorreram durante a evolugao aLe mesmo de 


especies com parentesco muito proximo. Uma compa- 
ragao de cromossomos humanos com os cromossomos 
do gibao-preto, Hylobates con color, mostrou que houve no 
minimo 21 translocagoes durante a evolugao dessas duas 
especies a partir de sen ancestral comum. As inversoes e 
outros rearranjos intracromossomicos sao especialmen- 
te prevalentes nos genomas de especies com parentesco 
muito proximo. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


* 






A genomica comparativa — comparacdo das sequencias nucleotidicas de genomas - ofereceu 
novas informagoes sabre as relates entre vdrios grupos taxondmicos 


A bioinformdtica e a ciencia de armazenamento, comparacdo e extragdo de informagdes de 
sistemas biologicos, sobretudo sequencias de DNA e protemas 

As sequencias nucleotidicas de genomas procarioticos mostraram indicias da diversidade e 
plasticidade das especies e de diferentes linhagens da mesma especie 


Os genomas mitocondriais geralmente sao circulates e com tamanho que varia de 6 kb a 
2.500 kb, enquanto os genomas doropldsticos tambem costumam ser circulates e ter de 120 a 
292 kb com mats de 100 genes 

A medida que aumentou a complexidade dos organismos eucaridticos, diminuiu a proporcdo 
de sens genomas que codijicam protein as 

A genomica comparativa mostrou conservagao signification da sintenia em especies eucarid- 
ticas relacionadas, coma mamiferos e gramineas cereals. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basics 


1. O que e tun mapa genedco? 

Resposta: O mapa genetico mostra as posigoes de genes 
e outros marcadores como os polimorfismos do 
comprimento do fragmento de restrigao (RFLP) 
em tint cromossomo com base nas frequencias de 
recombinagao. 

2. O que e um mapa citologico? 

Resposta: O mapa citologico mostra as posigoes de genes 
e outros marcadores geneticos em relagao aos pa- 
droes de banda dos cromossomos. 

3. O que e um mapa fisico de uma molecula de DNA 
ou cromossomo? 

Resposta: O mapa fisico de uma molecula de DNA ou 
cromossomo mostra as posigoes de genes ou outros 
marcadores com base nas distancias reals em pares 
de bases (pb), quilopares de bases (kb) ou megapa- 
res de bases (mb) que os separam. Os mapas de res¬ 
trigao, mapas de contigs e mapas de sitio marcado 
por sequencia (STS) sao exemplos de mapas fisicos. 

4. Como se pode correlacionar os mapas geneticos, os 
mapas citologicos e os mapas fisicos dos cromosso¬ 
mos? 


Resposta: Um gene clonado e localizado nos tres mapas 
oferece um marcador de ancoragem que pode ser 
usado para relacionar os mapas geneticos, citologi¬ 
cos e fisicos entre si. Os tres tipos de mapas sao ar- 
ranjos colineares que mostram as localizagoes de se¬ 
quencias nucleotidicas no cromossomo. Eles usam 
diferentes unidades para identificar as posigoes de 
marcadores ao longo dos arranjos lineares. 

5. Como se pode usar a posigao no mapa de um gene 
em um cromossomo para identificar e clonar o 
gene? 

Resposta: Quando um gene e posicionado no mapa ge¬ 
netico, citologico ou fisico de um cromossomo, po- 
dem-se usar marcadores moleculares como RFLP 
proximos do gene para iniciar caminhadas e saltos 
cromossomicos a partir do marcador ligado, avan- 
gando ao longo do cromossomo ale a posigao do 

ji* 

gene de interesse. E preciso identificar o gene por 
transformagao de um organismo mutante com uma 
copia de tipo selvagem do gene e demonstragao do 
retorno ao fenotipo selvagem ou, em seres liuma- 
nos, por coinparagao das sequencias nucleotidicas 
do gene em varios individuos afetados e nao afeta- 
dos (Figura 15.6). 
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Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. A doenga de Best a uma forma de cegueira em seres 
humanos que se desenvolve gradualmente em adul- 
tos. E causada por mutagao autossomica dominante 
no cromossomo 11. Nove RFLP, designados 1 a 9, 
sao mapeados no cromossomo 11 em ordem nume- 
rica. Os polimorfismos em cada sftio sao indicados 
por subescritos 0 a N, onde JV+ 1 e o numero de 
polimorfismos presentes em urn sftio na famflia re- 
presentada pelo heredograma associado, Obteve-se 
DNA de cada membro da famflia, que foi digerido 
com a enzima de restrigao apropriada, submetido 
a eletroforese em gel, transferido para membrana 
de nailon por Southern blotting, desnaturado e hibri- 
dizado com sondas radioativas que detectam todos 
os RFLP. Apos hibridizagao, as membranas foram 
expostas a filme de raios X, e as autorradiografias 
foram usadas para determinar quais RFLP estavam 
presentes em cada membro da famflia. Os resul- 
tados sao mostrados no heredograma. Os cfrculos 
representam mullieres; os quadrados representam 
homens; o sfmbolos vermelhos indicam pessoas 
com doenga de Best. 
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Que sftio de RFLP esta mais proximo da mutagao 
causadora da doenga de Best? Que alelo desse 
RFLP esta presente no cromossomo que tern a mu¬ 
tagao da doenga de Best? 


Resposta: O sftio 4 de RFLP esta mais proximo da muta¬ 
gao da doenga de Best, que esta presente na copia 
do cromossomo 11 que tern o alelo 4" do polimor- 
fismo. Dos polimorfismos no cromossomo 11, so- 
mente o alelo 4 (1 esta presente nos tres membros 
da famflia com doenga de Best e ausente nos cinco 
membros com visao normal. 


2. Onze clones genomicos, cada um deles contendo 
DNA do cromossomo 4 de Drosophila melanogaster, 
foram submetidos a teste de hibridizagao cruzada 
em todas as combinagoes de pares. Os clones sao 
designados de A a K, e os resultados da hibridiza- 
gao sao mostrados na tabela associada* Um sinal de 
mais indica que houve hibridizacao; um sinal de 
men os indica que nao se observou hibridizagao. 




£ £ G H 
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De acordo com os resultados de hibridizagao mos¬ 
trados na tabela, quantos contigs esses clones defi- 
nem? Desenlie o(s) mapa(s) de contig definido por 
esses dados. 


Resposta: Os mapas dos dois contigs definidos pelas 
11 mutagoes sao: 


Contig 1 


A - 

G 

c - 

D 

J - 

F — 
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Contig 2 




E - 

K 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade anali'tica 


15.1 Qual e a diferenga entre um mapa genetico, um 
mapa citogenetico e um mapa ffsico? Como se po- 
dem usar esses tipos de mapas para identificar um 
gene por clonagem posicional? 


15.2 Qual e a diferenga entre caminhada no cromos¬ 
somo e salto no cromossomo? Por que as vezes e 
preciso usar saltos em vez de caminhadas no cro¬ 
mossomo para identificar um gene de interesse? 
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15.3 O que e um contig? Um RFLP? Um VNTR? Um 
STS? Um EST? Como cada um deles e usado na 
construgao de mapas cromossomicos? 

15.4 A seguir e mostrado um Southern blot de DNA di- 
gerido por EcoRI de duas linhagens endogamicas 
diferentes de centeio, A e B. A autorradiografia I 
revelada mostra as bandas produzidas por sonda- 
gem do blot com cDNAl marcado com 32 P. A autor¬ 
radiografia II mostra o mesmo Southern blot depois 
de retirado da sonda e novamente sondado com 
cDNA2 marcado com 32 P. 

I n 

A B A B 


al 

bl 


b2 

a2 


a3 

b3 

a4 



(a) Que bandas voce esperaria encontrar na au¬ 
torradiografia de um Southern blot examinado com 
sonda semelhante e preparado com DNA digeri- 
do por EcoRl de vegetais hfbridos F produzidos 
por cruzamento de duas linhagens endogamicas? 

(b) O que voce pode concluir sob re o(s) gene(s) 
representado(s) pela banda al no blot I nas duas 
linhagens endogamicas? (c) Os vegetais F foram 
cruzados com vegetais que tern apenas bandas al, 
a4 e b3. O DNA foi isolado a partir de varios des- 
cendentes e digerido com EcoRI. Os fragmentos 
de DNA resultantes foram separados por eletrofo¬ 
res e em gel, transferidos para uma membrana de 
nailon e hibridizados com sondas radioativas de 
cDNAl e cDNA2. A tabela a seguir resume as ban¬ 
das presentes em autorradiografias obtidas usando 
DNA da prole. 
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Interprete esses dados. Eles indicam RFLP? Em 
quantos loci? Algum dos RFLP esta ligado? Em caso 
afirmativo, quais sao as distancias de ligagao defini- 
das pelos dados? 

15.5 Como parte do Projeto de Mapeamento do Geno- 
ma Humano, voce esta tentando clonar um gene 
implicado no cancer de colon. O primeiro passo e 


localizar o gene usando marcadores de RFLP. Na 
tabela a seguir, os loci de RFLP sao definidos pelo 
numero de STS (sftio marcado por sequencia) 
(p. ex., STS1), e o gene do cancer de colon e indi- 
cado por C. 


% de % de 

Loci recombinagao Loci recombinagao 


C } STS1 

50 

STS1, STS5 

10 

C, STS2 

15 

STS2, STS3 

30 

C, STS3 

15 

STS2, STS4 

14 

C, STS4 

1 

STS2, STS5 

50 

C, STS5 

40 

STS3, STS4 

16 

STS1, STS2 

50 

STS3, STS5 

25 

STS1, STS3 

35 

STS4, STS5 

41 

STS1, STS4 

50 




(a) Considerando-se o percentual de recombinagao 
entre diferentes loci de RFLP e o gene para o can¬ 
cer de colon mostrado na tabela, desenhe um mapa 
genetico mostrando a ordem e as distancias geneti- 
cas entre marcadores adjacentes de RFLP e o gene 
para cancer de colon, (b) Considerando-se que o 
genoma humano contem cerca de 3,3 X 1G 9 pares 
de bases de DNA e que o mapa genetico humano 
contem cerca de 3.300 centiMorgans, quantos pares 
de bases de DNA aproximadamente estao localiza- 
dos ao longo do trecho de cromossomo definido 
por esse mapa de RFLP? (Dica: Primeiro determine 
quantos pares de bases de DNA estao presentes por 
cM no genoma humano.) (c) Quantos pares de ba¬ 
ses de DNA estao presentes na regiao entre o gene 
do cancer de colon e o STS mais proximo? 

15.6 O que sao STR? Por que as vezes sao conhecidas 
como microssatelites? 

15.7 Voce clonou um gene humano antes desconheci- 
do. Que procedimento possibilitara que localize 
esse gene no mapa citologico do genoma humano 
sem analise de heredograma? Descreva como faria 
esse procedimento. 

15.8 Voce identificou uma EST humana antes desco- 
nhecida. O que e preciso fazer antes que se possa 
denominar essa EST do STS? 

15.9 VNTR e STR sao classes especfficas de polimorfis- 
mos. Qual e a diferenga entre uma VNTR e uma 
STR? 

15.10 Nao e possfvel demonstrar a separagao por recom¬ 
binagao de um RFLP e um alelo mutante causador 
de albinismo com base na analise do heredogra¬ 
ma ou mapeamento de hfbridos por radiagao. Es- 
sas observagoes significant que o RFLP ocorre no 
gene que tern a mutagao causadora de albinismo 
ou se superpoe a ele? Em caso afirmativo, por que? 
Em caso negativo, por que nao? 

15.11 Por que a resolugao do mapeamento de hfbridos 
por radiagao de genes humanos e maior que a re- 
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solugao do mapeamento de hfbrido de celulas so- 
maticas tradicional? 

15.12 Um RFLP e uma mutagao causadora de surdez em 
seres humanos ocupam o mesmo local no mapa 
no mesmo cromossomo. Como e possfvel deter- 
minar se o RFLP superpoe-se ou nao ao gene que 
contem a mutagao da surdez? 

15.13 Quais cram os objetivos do Projeto Genoma Hu- 
mano? Qual foi o impacto do alcance desses obje¬ 
tivos na pratica da medicina ate hoje? Cite alguns 
dos impactos previstos no futuro. Cite alguns dos 
possfveis usos indevidos dos dados sob re o genoma 
humano. 

15.14 Para ser util como marcador genetico para clona- 
gem posicional de um alelo mutante causador de 
anormalidade hereditaria em seres humanos, e 
preciso que um RFLP esteja presente no mesmo 
homologo que a mutagao. Por que? 

15.15 Que tipo de marcador molecular, RFLP ou EST, 
provavelmente e indicador de um gene mutante 
causador de doenga em seres humanos? Por que? 

15.16 O bacteriofago 0X174 contem 11 genes em um 
genoma de 5.386 pb; a E. coli tern uma previsao de 
4.467 genes em um genoma de aproximadamente 
4.639 kb; S. cerevisiae tem cerca de 6.000 genes em 
um genoma de 12,1 mb; C. elegans tem cerca de 
22.000 genes em um genoma de aproximadamen¬ 
te 100 mb; e H. sapiens tem cerca de 20.500 genes 
em seu genoma de 3.000 mb. Que genoma tem 
a maior densidade genica? E a menor densidade 
genica? Parece haver alguma correlagao entre a 
densidade genica e a complexidade do desenvol- 
vimento? Em caso afirmativo, descreva a correla¬ 
gao. 

15.17 A seguir e mostrado um mapa de contig de um 
segmento de cromossomo 3 de Arabidopsis. 
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(a) Uma EST que se hibridiza com clones geno- 
micos C, D e E, mas nao com os outros clones, 
esta localizada em que segmento do cromossomo 
3? (b) Se um clone de gene ARA so se hibridiza 
com os clones genomicos C e D, em que segmento 
do cromossomo esta localizado o gene? (c) Se um 
fragmento de restrigao se hibridiza com apenas 
um dos clones genomicos mostrados acima, em 
que segmento(s) do cromossomo poderia estar lo¬ 
calizado o fragmento? 

15.18 Oito hfbridos de ser humano e hamster chines 
produzidos por radiagao foram submetidos a teste 


para pesquisa de seis EST humanas designadas A a 
F. Os resultados sao mostrados na tabela a seguir, 
na qual o sinal de mais indica presenga de um mar¬ 
cador e o sinal de menos indica ausencia. 



Hibrido por radiacao 
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De acordo com esses dados, ha EST que parecem 
estar estreitamente ligadas? Quais? O que seria ne- 
cessario para que voce tivesse mais certeza de sua 
resposta? 


15.19 Qual e a principal vantagem dos chips genicos 
como metodo de hibridizagao de microarranjo? 


15.20 Qual e a principal vantagem da protema fluores- 
cente verde da agua-viva sobre outros metodos 
para estudar a smtese e a localizagao de protelnas? 

15.21 Voce recebe bibliotecas de cDNA cromossomo-es- 
pecfficas para todos os 24 cromossomos humanos. 
Como essas bibliotecas poderiam ser usadas para 
estudar a evolugao dos cromossomos em primatas? 

15.22 Das especies de gramfneas cereals, apenas o milho 
contem duas copias de cada bloco de genes liga- 
dos. O que essa duplicagao de conjuntos de genes 
do milho indica sobre a origem dessa especie im- 
portante em agronomia? 

15.23 Cinco clones de DNA genomico humano presen- 
tes em ve tores PAC foram testados por hibridiza¬ 
gao para pesquisa de seis sftios marcados por se- 
quencia designados de STS1 a STS6. Os resultados 
sao apresentados na tabela a seguir; o sinal de mais 
indica a presenga do STS e o sinal de menos indica 
a ausencia do STS. 
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(a) Qual e a ordem dos sftios STS no cromossomo? 

(b) Desenhe o mapa de contig delinido por esses dados. 

15.24 No inicio deste capitulo, analisamos a sequencia 
de dois tergos do genoma nuclear de Homo nean- 
derthalensis . As sequencias completas de seis ge- 
nomas mitocondriais de H. neanderthalensis estao 
disponfveis ha algum tempo; a primeira sequencia 
de mtDNA de H. neanderthalensis foi publicada em 
2008. Qual e o grau de semelhanga entre as se- 
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quencias dos mtDNA de H. neanderthalensis e H. 
sapiens ? Os ge nomas tem tamanhos semelhantes? 
O grau de diversidade observado nos mtDNA do 
homem de Neandertal e do ser humano e igual? 
Se nao, o que isso poderia informar sobre os ta¬ 
manhos das populagoes de Neandertal e humana? 
Quantos genes tem o genoma mitocondrial do H. 
neanderthalensis ? Quantos desses genes codificam 
protemas? Quantos deles especificam moleculas 
de RNA estrutural? Ha pseudogenes no mtDNA 
do H. neanderthalensis? Todas essas perguntas po- 
dem ser respondidas consultando o site http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov. 

15.25 Suponha que voce acabou de sequenciar um pe- 
queno fragmento de DNA que havia clonado. A 
sequencia nucleotfdica desse segmento de DNA e 
a seguinte: 

aagtagtcgaaaccgaattccgtagaaacaactcgcacgctc- 

cggtttcgtgttgcaacaaaataggcattcccatcgcggcagtta- 

gaatcaccgagtgcccagagtcacgttcgtaagcaggcgcagt- 

ttacaggcagcagaaaaatcgattgaacagaaatggctggcgg- 

taaagcag-gcaaggattcgggcaaggccaaggcgaaggcgg- 

tatcgcgttccgcgcgcgcggg 

Na tentativa de aprender algo sobre a identidade 
ou a possfvel fungao dessa sequencia de DNA, voce 
decide fazer uma busca BLAST ( nucleotide blast) 
no site Entrez de PubMed (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/entrez). Cole ou digite essa sequencia na 
caixa de busca de sequencia. Faga a busca e exami¬ 
ne as sequencias mais semelhantes a consultada. 
Elas sao sequencias codificadoras? Que protemas 
elas codificam? A primeira sequencia apresentada 
e NM_079795.2. Va para “Search across databases” 
em Entrez (clique no boxe na parte inferior da 
pagina Entrez), digite ou cole NM_079795.2 no 
campo de busca e clique em “Go”. Voce encontra- 
ra resultados (“hits”) em cinco bancos de dados: 
Nucleotide, Gene, HomoloGene, Probe e Uni- 
Gene. Examine as informagoes nos cinco bancos 
de dados e veja o que descobre sobre a fungao 
de seu DNA ou da protema que ele codifica. O 
que voce aprendeu sobre sua sequencia de DNA 
nessas buscas? Repita a busca BLAST com ape- 
nas metade da sequencia. Voce ainda identifica 
as mesmas sequencias nos bancos de dados? Se 
usar um quarto da sequencia na busca, o resulta- 
do ainda contem as mesmas sequencias? Qual e a 
sequencia de DNA mais curta que voce pode usar 
na consulta e ainda assim identificar as mesmas 
sequencias nos bancos de dados? 

15.26 O site Entrez de PubMed (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov/entrez) tambem pode ser usado para 
busca de sequencias de protemas. Em vez de fazer 


uma busca BLAST com consulta de acido nucleico, 
faz-se uma busca de protema (protein blast) inserin- 
do um polipeptfdio (sequencia de aminoacidos). 
Suponha que voce tenha a seguinte sequencia par- 
cial de um polipeptfdio: 

GYDVEKNNSRIKLGLKSLVSKGILVQTKGT- 

GASGSFKLNKKAASGEAKPQAKKAGAAKA 

Va ao site Entrez e clique em BLAST a esquerda. 
Depois, clique em protein blast e digite a sequencia 
a pesquisar no campo de busca no alto da pagi¬ 
na. Agora, clique em BLAST. Os resultados devem 
aparecer em 10 a 15 segundos. As duas primeiras 
sequencias devem ser identicas a sequencia digita- 
da; a terceira sequencia deve ter um aminoacido 
diferente da sequencia digitada. Qual e a identida¬ 
de da sequencia digitada? 

15.27 A sequencia de um gene em Drosophila melanogaster 
que codifica um polipeptfdio histona H2A e: 

aagtagtcgaaaccgaattccgtagaaacaactcgcacgctc- 
cggtttcgtgttgcaacaaaataggcattcccatcgcggcagt- 
tagaatcaccgagtgcccagagtcacgttcgtaagcaggcg- 
c agtttac aggcag c agaaaaatc gattgaac agaaatgg c- 
tggcggtaaagcaggcaaggattcgggcaaggccaaggc- 
gaaggcggtatcgcgttccgcgcgcgcgggtcttcagttccc- 
cgtgggtcgcatccatcgtcatctcaagagccgcactacgtca- 
catggacgcgtcggagccactgcagccgtgtactccgctgc- 
catattggaatacctgaccgccgaggtcctggagttggcagg- 
caacgcatcgaaggacttgaaagtgaaacgtatcactcctcg- 
c cac ttacagc tc gc cattc gcggagac gag gage tggacag- 
cctgatcaaggcaaccatcgctggtggcggtgtcattccgca- 
catacacaagtcgctgatcggcaaaaaggaggaaacggtg- 
caggatccgcagcggaagggcaacgtcattctgtcgcaggcc- 
tactaagccagtcggcaatcggacgccttcgaaacatgcaa- 
cactaatgtttaattcagatttcagcagagacaagctaaaacac- 
cgacgagttgtaatcatttctgtgcgccagcatatatttcttata- 
tacaacgtaatacataattatgtaattctagcatctccccaacac- 
tcacatacatacaaacaaaaaatacaaacacacaaaacgtat- 
ttacccgcacgcatccttggcgaggttgagtatgaaacaaaa- 
acaaaacttaatttagagcaaagtaattacacgaataaatttaa- 
taaaaaaaactataataaaaacgcc. 

Usemos o software de tradugao disponfvel na in¬ 
ternet em http://www.expasy.org/tools/dna.html 
para traduzir esse gene nas seis matrizes de leitura 
possfveis e verificar que matriz de leitura especifica 
a histona H2A. Basta digitar ou colar a sequencia 
de DNA na caixa “ExPASy Translate” e clicar em 
TRANSLATE SEQUENCE. Os resultados mostra- 
rao os produtos da tradugao nas seis matrizes de 
leitura com Met e Stop em negrito para destacar 
possfveis matrizes abertas de leitura. Que matriz de 
leitura especifica a histona H2A? 
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Genomica n a Web em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


O chimpanze, Pan troglodytes, e nosso parente vivo mais 
proximo. Os seres humanos e os chimpanzes evolm'ram 
de um ancestral comum que viveu ha aproximadamente 
6 milhoes de anos. 

1. Qual e o grau de semelhanga dos genomas de chim¬ 
panze e humano? 

2. Ao comparar algumas proteinas importantes — por 
exemplo, a e (i-globinas — de seres humanos e chim¬ 
panzes, qual e o grau de semelhanga de suas se¬ 
quences de aminoacidos? 

3. Ao comparar as sequencias nucleotidicas dos genes 
codificadores de a e |3-globinas, qual e o grau de se¬ 
melhanga entre elas? 

4. Quais sao mais semelhantes, as sequencias de aminoa¬ 
cidos das proteinas ou as sequencias nucleotidicas dos 
genes? Por que se poderia esperar isso? 


5. Dadas as semelhangas extraordinarias entre os geno¬ 
mas do ser humano e do chimpanze, que tipos de 
diferengas provavelmente explicam as diferengas de 
comportamento entre seres humanos e chimpanzes? 

Dica: No site do NCBI, clique em Genome Biology, depois, 
Genome Resources, Genome Projects Database, em segui- 
da, clique em Mammals e Pan troglodytes. Para comparar as 
sequencias, volte a Genome Biology e clique em Homolo- 
Gene. Faga uma busca usando HBB (o simbolo do gene da 
p-globina) e clique em 1. HomoloGene:68066. Desga na 
pagina ate Show Pairwise Alignments e laga uma compara- 
gao BLAST das (S-globinas de Pan e Homo. Para comparar 
as sequencias nucleotidicas dos genes, volte a pagina de 
Entrez, faga a busca no banco de dados Nucleotide e faga 
uma busca BLAST semelhante usando a sequencia nucleo- 
tidica encontrada como sequencia de consulta. 



Aplicagoes da 
Genetica Molecular 




Terapia genica melhora a visao de 
crian^a com cegueira congenita 

A primeira caracteristica diferente que Nancy e Ethan Haas 
notaram em seu filho Corey foi que ele raramente mantinha 
contato ocular com os pais quando Eactente. Mais tarde, em 
tre 1 e 2 anos, ele costumava esbarrar nos objetos; porem, a 
caracteristica mais incomum era sua atragao por luzes bri- 
Ihantes. De acordo com seu pai, ele "ficava constantemen- 
te olhando para as luzes". Corey comegou a usar oculos aos 
10 meses de idade. Aos 6 anos de idade, os medicos descobri- 
ram que ele tinha um disturbio hereditario raro conhecido como 
amaurose congenita de Leber tipo II. Os medicos disseram aos 
pais que ele provavelmente estaria cego aos 40 anos e, por isso, 
Corey comegou a aprender braille preparando-se para a cegueira.* 



Corey Haas jogando videogame antes da terapia genica que melho- 
rou sua visao. Corey tem amaurose congentia de Leber tipo II, um 
disturbio hereditario raro que limita sua visao e causaria cegueira 
sem a terapia genica. 


^Waters, R., October 24, 2009. Gene Therapy Gives Sight to Blind 
Children with Rare Disorder, www.b 1 oomberg.corn/apps/news?pid= 
11 ewsarchive&sid= arwB5NT9QXcg. 
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A amaurose congenita de Leber e causada por mutagoes au- 
tossomicas recessivas em um de pelo menos 20 genes diferentes. 
O tipo II, a forma mais grave da doenga, e causado por mutagoes 
no gene RPE64, expresso em celulas epiteliais pigmentares da re¬ 
tina (EPR) que produzem o pigmento rodopsina para os fotorre- 
ceptores da parte posterior do olho. Na ausencia do produto do 
gene RPE64, ha degeneragao dos fotorreceptores e consequente 
cegueira. 

Esse tipo de cegueira nao e restrito aos seres humanos; tarn- 
bem acomete outros mamiferos, principalmente cachorros. Na 
verdade, as mutagoes na versao canina de RPE64 sao comuns na 
raga Briard e causam um tipo muito semelhante de cegueira. Em 
2001, cientistas da University of Pennsylvania demonstraram que 
poderiam restaurar parcialmente a visao de cachorros cegos por 
injegao de copias dos genes RPE64 funcionais nas celulas da retina. 
Esse trabalho abriu caminho para ensaios semelhantes de terapia 
genica em seres humanos que tinham o disturbio hereditario. 

O primeiro desses ensaios de terapia genica em seres humanos 
foi realizado no Children's Hospital of Philadelphia e no Reino Uni- 
do, em 2008. O objetivo desses estudos era testar a seguranga do 
metodo de terapia genica usado. Em todos os casos, um olho era 
tratado e o outro, nao. Os resultados iniciais mostraram que qua- 
tro dos seis adultos jovens tratados com genes RPE64 com fungao 
adequada apresentaram melhora da visao no olho tratado. No en- 
tanto, com base nos resultados obtidos em cachorros, os pesqui- 
sadores previram que a resposta a terapia genica seria melhor em 
criangas porque elas tem mais celulas retinianas intactas que os 
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adultos.* Outros nove pacientes foram tratados, inclusive quatro 
criangas de 8 a 11 anos, e os resultados foram impressionantes.As 
criangas tiveram melhora da capacidade de veneer um trajeto com 
obstaculos e aumento da sensibilidade a tuz. r 

Uma das criangas tratadas era Corey Haas. Em outubro de 
2008, Corey disse a jornalistas em uma entrevista coletiva que 


* Kaiser, J., October 24, 2009. Gene Therapy Helps Blind Children See. 
http://news, sciencemag.org/sciencenow/2009/10/24-01.html. 

+ The Children's Hospital of Philadelphia Press Release. December 15, 
2010. One Shot of Gene Therapy and Children with Congenital Blind¬ 
ness Can Now See. http://multivu.prnewswire.com/mnr/chop/40752. 


agora consegue reconhecer o rosto das pessoas, ler livros impres¬ 
ses com letras grandes, andar de bicicleta na vizinhanga e ate jogar 
beisebol. 1 Para conbecer mais detalhes sobre a terapia genica de 
Corey e o impacto que teve em sua vida, assista ao video “New 
Hope for Gene Therapy: A Young Boy’s Fight against Blindness" em 
www.youtube.com/watch?v=FyR99anGBqE. A esperanga e de que 
a visao de Corey continue a melhorar e ele nao enfrente a cegueira 
aos 40 anos. E espera-se que haja mais historias de sucesso da 
terapia genica no futuro. 


% Kaiser,J., October 24, 2009. 



Assim como hoje os geneticistas conhecem toda a via 
de morfogenese do bacteriofago T4 {Capftulo 13), no fn- 
turo eles conhecerao toda a via de morfogenese de uma 
celula de levedura, uma mosca-das-frutas, uma planta 
Arabidopsis ou, na verdade, ate de um ser humano. Alem 
disso, em algum momento, os biologos compreenderao a 
base molecular do aprendizado e da memoria e conhece¬ 


rao os eventos moleculares que determinam o processo 
de envelhecimento. O mais importante e que eles com¬ 
preenderao os complexos mecanismos que regulam a cli- 
visao celular em seres humanos e devem ser capazes de 
usar esse conhecimento para evitar ou curar ao menos 
alguns tipos de cancer humano e infeegoes virais que po- 
dem ser fatais. 


Uso de tecnologia do DNA recombinante para identificar 
genes humanos e diagnosticar doengas humanas 


Os genes mutantes causadores da doenga de Hunting- 
ton e da fibrose cistica foram identificados por clonagem 
posicional Esses e outros genes mutantes causadores de 
doengas humanas podem ser detectados por sondas de 
DNA. 

As tecnicas de recombinagao do DNA l evolucionaram a 
busca de genes anomalos causadores de doenga huma- 
na. Na verdade, muitos “genes de doenga’’ importantes 
ja foram identificados por clonagem posicional (Capftu¬ 
lo 15). Alem disso, as mutagoes responsaveis pelas doen¬ 
gas foram determinadas por comparagao das sequencias 
nucleotrdicas de alelos de tipo selvagem e mutantes dos 
genes. As sequencias codificadoras dos alelos selvagens 
foram traduzidas por computador para prever as se¬ 
quencias de aminoacidos dos produtos genicos. Os oligo- 
peptfdios foram sintetizados com base nas sequencias de 
aminoacidos previstas e usados para produzir andcorpos 
que, por sua vez, foram usados para localizar os produtos 
genicos e para investigar suas fun goes in vivo. Os resul¬ 
tados desses estudos tornarao possfvel o tratamento de 
algumas dessas doengas por terapia genica no futuro. 

DOENGA DE HUNTINGTON 

A doenga de Huntington (DH) e um disturbio genetico causa- 
do por mutagao autossomica dominante, que ocorre em, 
aproximadamente, uma em cada 10.000 pessoas de as- 


cendencia europeia. As pessoas com DM sofrem degene- 
ragao progressiva do sistema nervoso central, geralmente 
a partir de 30 a 50 anos, com morte 10 a 15 anos mais 
tarde. Ate hoje, nao existe tratamento para a DH. No en¬ 
tail to, a idendficagao do gene e da mutagao responsavel 
pela DII despertou a esperanga de um tratamento eficaz 
no futuro. Em vista da idade avangada de infeio da doen¬ 
ga, a maioria dos pacientes com DII ja tem filhos quando 
surgem os sintomas da doenga. Como o disturbio e cau- 
sado por uma mutagao dominante, todos os filhos de um 
paciente heterozigoto com DII tem 50% de chance de 
ter a doenga. Essas criangas testemunham a degeneragao 
e a morte do pai ou da mae com DII, sabendo que sua 
chance de ter o mesmo destino e de 50:50. 

O gene responsavel pela DI1 (HTT, de hunlingtin ) foi 
um dos primeiros genes demonstrados intimamente li- 
gados a um polimorfismo de comprimento de fragmen- 
to de restrigao (RFLP). Em 1983, James Gusella, Nancy 
Wexler e colaboradores mostraram que o gene IITT era. 
cossegregado com um RFLP mapeado perto da extremi- 
dade do brago curto do cromossomo 4. Eles basearam 
seus achados principalmente em dados de estudos de 
duas grandes famflias, uma da Venezuela e outra dos 
EL A. A pesquisa subsequente mostrou que a ligagao ge¬ 
nica era de aproximadamente 96%; 4% da prole de hete- 
rozigotos para HTT eram recombinantes para o RFLP e o 
alelo ifTTmutante. Ante essa localizagao inicial do gene 
HTT em um segmento relativamente curto do cromosso¬ 
mo 4, alguns geneticistas previram que o gene IITT logo 
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seria clonado e caracterizado. No entanto, a tarefa era 
mais dificil do que se previu e foram necessarios dez anos 
ate sua conclusao. 

Com o auxilio de procedimentos de clonagem posi- 
cional, Gusella, Wexler e colaboradores identificaram 
um gene, primeiro denominado IT15 (interesting Trans¬ 
cript number 15, transcrito de interesse numero 15) e, 
em seguida, designado huntingtin, que ocupa aproxima- 
damente 120 kb perto da extremidade do brago curto do 
cromossomo 4 (Figura 16.1). Esse gene contem uma repe¬ 
tigao de trinucleotfdio, (CAG) n , presente em 11 a 34 co- 
pias de cada cromossomo 4 de individuos saudaveis. Em 
individuos com DH, o cromossomo que tern a mutagao 
HTT contem 42 a 100 ou mais copias da repetigao GAG 
nesse gene. Alem disso, ha correlagao negativa entre a 
idade de inicio da DH e o numero de copias da repeti¬ 
gao de trinucleotidios. O imcio juvenil raro da doenga 
ocorre em criangas com um numero muito alto de copias 
da repetigao. As regioes de repetigao de trinucleotidios 
de genes HTT sao instaveis, com frequente expansao e 
ocasional diminuigao do numero de repetigoes entre as 
geragoes. Gusella, Wexler e colaboradores detectaram 
regioes de repetigoes GAG expandidas em cromossomos 
de 72 familias com DH, restando pouca duvida de que 
haviam identificado o gene correto. 

O gene huntingtin e expresso em muitos tipos celu- 
lares diferentes, produzindo um grande mRNA de 10 a 
11 kb. A regiao codificadora do mRNA de huntingtin pre- 
ve uma proteina com 3.144 aminoacidos. Infelizmente, a 
sequencia prevista de aminoacidos da proteina hunting- 
tina forneceu poucas informagoes sobre sua fungao. Nao 


ha homologia de sequencia com outras proteinas. Nas 
celulas, a proteina huntingtina esta associada a microtu- 
bulos e vesiculas, sugerindo que poderia participar do 
transporte ou das fixagoes do citoesqueleto de alguns ti¬ 
pos. A dominancia da mutagao HTT indica que a protei¬ 
na mutante causa a doenga. 

A regiao da repetigao CAG expandida no gene hun¬ 
tingtin mutante codifica uma regiao poliglutamina anor- 
malmente longa perto da terminagao amino da protei¬ 
na. A regiao poliglutamina alongada promove interagoes 
proteina-proteina que levam ao acumulo de agregados 
da proteina huntingtina nas celulas encefalicas. Acredi- 
ta-se que esses agregados de proteinas causem os sinto- 
mas clinicos da DH, e as condutas atuais de tratamento 
incluem tentativas de fragmentar ou eliminar esses agre¬ 
gados de proteinas. 

A DH foi a quarta doenga humana a ser associada a 
uma repetigao trinucleotidica instavel. Em 1991, a sin- 
drome do X fragil — a segunda forma mais comum de 
retardo mental em seres humanos — foi o primeiro distur- 
bio humano a ser associado a uma repetigao trinucleoti¬ 
dica expandida. Analisaremos a sindrome do X fragil e a 
repetigao trinucleotidica expandida responsavel por esse 
disturbios em Em loco: Sindrome do X fragil e repetigoes 
trinucleotidicas expandidas. Logo depois, demonstrou-se 
que a distrofia miotonica e a atroiia muscular espino- 
bulbar (ambas doengas associadas a perda de controle 
muscular) eram causadas por repetigoes trinucleotidicas 
expandidas. Hoje, sabe-se que mais de 40 diferentes dis¬ 
turbios humanos - muitos associados a anormalidades 
neurodegenerativas - sao causados por repetigoes trinu- 
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■ FIGURA 16. Identificagao do gene responsavel pela doenga de Huntington por clonagem posicionaL O mapa citologico do brago curto do 
cromossomo 4 e mostrado na parte superior Os marcadores de RFLP, o mapa de restrigao e o mapa de contigs usado para localizar o gene 
huntingtin sao mostrados abaixo do mapa citoldgico. M, N e R representam, respectivamente, os sftios de restrigao M/at, Notl e Nrul 
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cleotfdicas expandidas. Eles incluem varios tipos de ata¬ 
xia espinocerebelar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana 
(smdrome de Haw River), ataxia de Friedreich e sfndro- 
me do X fragil. A alta frequencia de disturbios humanos 
causados pela expansao de repetigoes trinucleotfdicas 
indica que esse pode ser um evento de mutagao comum 
em nossa especie. 

Embora a identificagao do defeito genetico, a repeti¬ 
gao trinucleotidica expandida no gene huntingtin, nao 
tenha levado a um tratamento do disturbio, garantiu um 
teste de DNA simples e preciso para o diagnostico da 
mutagao de huntingtin (Figure 16.2). Umavez conhecidas 
as sequencias nucleotfdicas do gene huntingtin de cada 
lado da regiao da repetigao trinucleotidica, seria possf- 
vel sintetizar iniciadores oligonucleotfdicos e usa-los para 
amplificar a regiao por PCR, e o numero de repetigoes 
CAG poderia ser determinado por eletroforese em gel de 
poliacrilamida. Assim, seria facil verificar a presenga do 
gene huntingtin mutante em indivfduos de risco. Como o 
procedimento de PCR requer pouco DNA, o teste para 
DH tambem pode ser feito no perfodo pre-natal em ce- 
lulas fetais obtidas por amniocentese ou biopsia de vilo- 
sidades corionicas (Em foco: Amniocentese e biopsia de 
vilosidades corionicas, no Capftulo 6). Teste seu conhe- 


cimento sobre o teste de DNA para alelos HTT mutan- 
tes criando um teste de DNA semelhante para os alelos 
mutantes que contem repetigoes trinucleotfdicas CGG 
expandidas causadoras da segunda forma mais comum 
de retardo mental em seres humanos (veja Problema re- 
solvido: Teste de alelos mutantes causadores de retardo 
mental na smdrome do X fragil). 

Dada a disponibilidade do teste de DNA para a muta¬ 
gao huntingtin, os individuos em risco de transmitir o gene 
anomalo para seus filhos podem saber se sao portadores 
antes de ter filhos. Cada pessoa que tern um pai ou mae he- 
terozigoto tem 50% de chance de nao ter o gene anomalo. 
Se o teste for negativo, a pessoa pode ter filhos sem medo 
de transmitir a mutagao. Se o teste for positivo, pode-se 
fazer o teste pre-natal do feto, ou o casal pode recorrer a 
fertilizagao in vitro e aos testes de DNA em pre-embiioes 
de oito celulas antes da implantagao (veja O futuro: Pes- 
quisa de mutagoes de Tay-Sachs em pre-embiioes de oito 
celulas, no Capftulo 13). Se os testes forem negativos para 
a mutagao HTT, o embriao pode ser implantado no ute- 
ro materno com o conhecimento de que tem duas copias 
normais do gene huntingtin. Caso seja usado de maneira 
consciente, o teste de DNA para a mutagao HTT deve di- 
minuir o sofrimento humano por essa temida doenga. 
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■ FIGURA 16.2 Teste das regioes de repetigao trinucleotidica expandida (A) no gene huntingtin responsaveis pela doenga de Huntington por 
PCR. Os resultados mostrados em (B) sao de uma famflia venezuelana na qual os pais sao heterozigotos para o mesmo alelo huntingtin mutante. 
A ordem de nascimento das criangas foi modificada, e o sexo nao e indicado para preservar o anonimato. A maioria das pessoas foi submetida 
ao teste duas vezes para minimizar erros. 

































Capttuio 16 | Apllca^des da Genetica Molecular 443 


Em foco 


SINDROME DO X FRAGIL E REPETIGOES 
TRINUCLEOTIDICAS EXPANDIDAS 

A sindrome do X fragil e a segunda forma mais comum de re- 
tardo mental hereditario em seres humanos {depois da sin- 
drome de Down; ver Capitulo 6). As pessoas com sindrome 
do X fragil apresentam comprometimento mental acentuado; 
tambem podem apresentar anormalidades facials e de comporta- 
mento. Essa sindrome acomete cerca de 1 em cada 4.000 homens 
e 1 em cada 7.000 mulheres. Estudos de heredogramas indicam 
que e causada por uma mutagao dominante ligada ao X com 
penetragao incompleta. Cerca de 20% dos homens hemizigotos e 
30% das mulheres heterozigotas sao assintomaticos. A sindrome 
do X fragil foi o primeiro disturbio humano a ser associado a uma 
repetigao trinudeotidica instavel (ver segao Doenga de Huntington 
no infcio deste capitulo). 

Estudos iniciais mostraram que a sindrome do X fragil esta 
associada a uma anomalia citologica detectavel em celulas culti- 
vadas na ausencia de timidina e addo folico. Essa anomalia - uma 
constrigao perto da extremidade 3 do brago longo do cromossomo 
X - da a impressao de que a extremidade esta prestes a se soltar 
do restante do cromossomo (Figura 1AJ, dai o nome cromossomo 



X fragil. Em seguida, a analise molecular mostrou que esse cromos¬ 
somo contem uma repetigao trinudeotidica instavel, (CGG) ;i , no 
sftio fragil. Essa repetigao esta localizada na regiao 5'-nao tradu- 
zida de um gene designado FMR-1, do ingles fragile X mental retar¬ 
dation gene 7 (gene do retardo mental do X fragil 1) (Figura IB). 
O produto proteico desse gene, designado FMRP, acumula-se nos 
dendritos neuronais, que sao longas extensoes do corpo celular do 
neuronio que fazem conexoes com outras celulas. 

FMRP e uma proteina de ligagao do RNA. E encontrada em 
complexos com mRNA e outros componentes do mecanismo de 
tradugao, e pode participar do transporte de moleculas de mRNA 
ou da regulagao de sua tradugao. A transcrigao do gene FMR-1 e 
desativada em pacientes com X fragil, e a ausencia de proteina 
FMRP parece ser a causa das deficiencias mentais observadas. 

Qual e a relagao entre a perda da expressao de FMRP e a 
repetigao trinudeotidica instavel na regiao 5' do gene FMR-1 ? 
Genes FMR-1 normais - isto e, expressos - contem de 6 a 59 co- 
pias dessa repetigao. Ja os genes FMR-1 anormais - isto e, nao 
expressos - encontrados em pessoas com a sindrome do X fragil 
contem de 200 a 1.500 copias. De algum modo, o aumento do 
numero de repetigoes trinucleotidicas interfere na expressao do 
gene FMR-1. Segundo uma hipotese, o numero aumentado de 
repetigoes causa modificagao quimica do DNA no promotor do 
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■ FIGURA 1 A. O X fragil e um cromossomo X normal de uma mulher (esquerda), e o X fragil e um cromossomo Y normal de um 
homem (direita). B. A tocalizagao e o numero de repetigoes trinucleotidicas CGG em alelos normais (em cima) e mutantes (embaixo) 
do gene FMR-1. Os promotores dos alelos mutantes sao intensamente metilados, o que bloqueia a transcrigao. 
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gene FMR-1. Esse promotor e altamente metilado em indivfduos 
que tern a sfndrome do X fragil. Varios estudos mostraram que a 
hipermetilaqao de DNA, sobretudo nos promotores e ao seu redor, 
silencia a expressao genica (Capftulo 19). 

O que determina o aumento do numero de copias das 
repetiqoes trinudeotfdicas nos cromossomos de 6 a 59 para 200 a 
1.500? Uma hipotese e a de que, durante a replicaqao do DNA, a 
DNA polimerase pode "escorregar”, ou "vacilar", ao passar por uma 
regiao que contem muitas repetiqoes curtas em serie (Figura 2). 
Depois que os sistemas de reparo limpam as estruturas em grampo 
formadas, a regiao da repetiqao pode ser muito expandida. Isso 


explicaria por que as regioes repetidas tendem a ser instaveis de 
geraqao para geraqao. 

Dentro de 1 ano apos a descoberta da repetiqao trinudeotfdica 
instavel no gene FMR- 7, outro disturbio neurodegenerativo, a atrofia 
muscular espinobulbar (tambem conhecida como doenqa de Ken¬ 
nedy), foi associada a uma repetiqao trinudeotfdica instavel, dessa 
vez (CAG) n , Desde entao se demonstrou que outros disturbios neu- 
rodegenerativos sao causados por repetiqoes trinudeotfdicas expan- 
didas. O mais bem conhecido e a doenqa de Huntington. Portanto, 
as mutaqoes com repetiqoes trinudeotfdicas instaveis parecem ser 
urn tipo importante de defeito genetico em nossa especie. 
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Repetigao trinudeotfdica expandida 


■ FIGURA l Um possfvel mecanismo de expansao das repetigoes trinudeotfdicas. Durante a replicagao da repetigao em serie, a DNA 
polimerase sai do filamento-molde, desliza para tras e reinicia a sfntese em uma regiao ja replicada, O grampo formado em virtude do 
deslizamento e reconhecido como um defeito por uma enzima de reparo do DNA, que inicia o processo de reparo. Uma DNA polimerase 
que participa da via de reparo catalisa a sfntese de um ftlamento complementar ao grampo nao dobrado, produzindo uma regiao de 
repetigao de trinudeotfdios expandida. 
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Teste de alelos mutantes causadores de retardo mental 
na smdrome do X fragil 


O segundo tipo hereditario mais comum de retardo mental em se¬ 
res humanos e causado por repetigoes trinudeoti'dicas CGG expan- 
didas no gene FMR-1 (gene do retardo mental do X fragil 1). Veja 
detalhes em Em foco: Smdrome do X fragil e repetigoes trinudeotf- 
dicas expandidas. Crie um teste de DNA para detectar a presenga de 
alelos mutantes de FMR-1. Como os resultados do teste indicarao 
que um indivfduo e homozigoto ou heterozigoto para o alelo mu- 
tante, quando presente? 

FATOS E CONCE1TOS 

1. As pessoas normals geralmente tern de 6 a 59 copias do 
trinudeotfdio CGG presentes na regiao entre o promotor e o 
sftio de im'cio da tradugao do gene FMR-1. 

2. As pessoas com sindrome do X fragil geralmente tern mais de 
200 copias desse trinudeotfdio. 

3. Toda a porgao eucromatica do genoma humano foi sequen- 
ciada. Portanto, a sequencia do gene FMR-1 e as sequences 
genomicas ao seu lado sao conhecidas. 

4. A PCR pode ser usada para amplificar a regiao do gene FMR-1 
que contem as repetigoes trinucleotfdicas CGG. 

5. A eletroforese em gel de poll a cri la mi da pode ser usada para 
determinar os tamanhos de pequenas moleculas de DNA. 


ANALISE E SOLUgAO 

1. Sintetize oligonucleotfdios iniciadores de PCR de sentido dire- 
to e reverso (ver Figura 14.6) complementares as sequences 
que flanqueiam a regiao de repetigao trinucleotfdica do gene 
FMR-1. 

2. Use esses iniciadores para amplificar a regiao de repetigao 
trinucleotfdica em amostras de DNA genomico dos indivf- 
duos a serem testados. Os DNA genomicos de indivfduos 
com um numero conhecido de repetigoes trinucleotfdicas 
CGG - normais e expandidas - devem ser inclufdos como 
controles. 

3. Use eletroforese em gel de poliacrilamida para determinar os 
tamanhos dos DNA amplificados {ver Figura 14.10). Os con¬ 
troles servirao como marcadores de tamanho nessa analise. 

4. Amostras de DNA de indivfduos heterozigotos para alelos 
FMR-1 normais e expandidos produzirao dois fragmentos de 
DNA amplificados - um fragmento menor, contendo de 6 a 
59 copias da repetigao, e um fragmento maior, que contem 
mais de 200 copias da repetigao. Amostras de DNA de indivf¬ 
duos homozigotos para um alelo FMR-1 produzirao um frag¬ 
mento de DNA amplificado - pequeno se houver dois alelos 
normais, maior se houver dois alelos mutantes. 


FIBROSE CISTICA 

A fibrose cfstica (FC) e lima das doengas hereditarias mais 
comuns em seres humanos e afeta 1 em cada 2.000 re- 
cem-nascidos com ascendencia norte-eui opeia. A FC e 
herdada como uma mutagao autossomica recessiva, e 
estima-se que a frequencia de heterozigotos seja de apro- 
ximadamente 1 em 25 nas populagdes de origem cauca- 
siana. Somente nos EUA, mais de 30.000 pessoas tem essa 
doenga devastadora. Um sintoma de FC diagnosticado 
com facilidade e o suor excessivamente salgado, um efei- 
to predominantemente benigno do gene mutante. Ou- 
tros sintomas nao sao nada benignos. Os pulmoes, o pan¬ 
creas e o ffgado sao obstrufdos por muco, o que resulta 
em infecgoes cronicas e na consequente disfungao desses 
organs viLais. Alem disso, e frequente o acumulo de muco 
no trato digestorio, o que causa desnutrigao ainda que 
as pessoas comam muito. As infecgoes pulmonares sao 
recorrentes, e os pacientes geralmente morrem de pneu¬ 
monia on de outras infecgoes do sistema respiratorio. Em 
1940, a expectaliva media de vida de um recem-nascido 
com FC era inferior a 2 anos. Com o aperfeigoamento 
dos metodos de tratamento, a expectaliva de vida aumen- 
tou gradualmente. Hoje, a expectativa de vida de uma 
pessoa com FC e de aproximadamente 32 anos, mas a 
qualidade de vida e baixa. 

A identificagao do gene CF e um dos principals suces- 
sos da clonagem posicional (Capitulo 15). As analises 


bioqufmicas das celulas de pacientes com FC nao iden- 
tificaram nenhum defeito metabolico especifico ou pro- 
duto genico mutante. Depois, em 1989, Francis Collins e 
Lap-Chee Tsui e seus colaboradores identificaram o gene 
CF e caracterizaram algumas das mutagoes causadoras 
dessa tragica doenga. A clonagem e o sequenciamento 
do gene CF levaram a rapida identificagao de seu pro- 
duto, o que sugeriu condutas para o tratamento clfnico 
da doenga e deu esperanga de terapia genica eficaz no 
futuro. 

O gene CF foi mapeado pela primeira vez no brago 
longo do cromossomo 7 por sua cossegregaqao com 
RFLP. O mapeamento adicional dos RFLP localizou o 
gene em uma regiao de 500 kb do cromossomo 7. Os 
dois marcadores de RFLP mais proximos do gene CF fo- 
ram usados para iniciar caminhadas (ver Figura 15.7) e 
saltos no cromossomo e para comegar a construgao de 
um mapa ffsico detalhado da regiao (Figura 16.3). Tres ti- 
pos de infonmagoes foram usadas para restringir a busca 
do gene CF. 

1. Muitas vezes os genes humanos sao precedidos de 
aglomerados de citosinas e yuaninas denominados 

O' o 

ilhas de CpG (Capftulo 19). Tres desses aglomerados es- 
tao presentes logo ao lado do gene CF em diregao 5' 
(Figura 16.3). 

2. Sequencias codificadoras importantes geralmente sao 
conservadas em especies relacionadas. Quando se usa- 
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■ FIGURA 16.3 Sequencia de caminhadas e saltos no cromossomo usados para localizar e caracterizar o gene da fibrose cfstica. As posiqoes das 
ilhas de CpC usadas como pontos de referenda na localizagao da extremidade 5' do gene tambem sao mostradas. 


ram sequencias de exons do gene CFcomo sonda em 
Southern blots contendo fragmentos de restrigao de DNA 
genomico de seres humanos, camundongos, hamsters e 
bois (rmiitas vezes denominados zoo blots ), constatou-se 
que os exons cram altamente conservados. 

3. Como ja foi mencionado, sabe-se que a FC esta asso- 
ciada ao acumulo anormal de muco nos pulmoes, no 
pancreas e nas glandulas sudoriparas. Uma biblioteca 
de cDNA foi preparada a partir do mRNA isolado de 
cultura de celulas de glandulas sudoriparas, e pesqui- 
sou-se a presenga de hibridizagao de colonia usando 
sondas para exons do gene CF (candidato a gene CF 
na ocasiao). 

O uso da biblioteca de cDNA das glandulas sudoripa¬ 
ras mostrou-se crucial na identificagao do gene CF, por- 
que depois os experimentos Northern blot mostraram que 
esse gene so e expresso em celulas epiteliais dos pulmoes, 
pancreas, glandulas salivares, glandulas sudoriparas, in- 
testino e sistema genital. Assim, os clones de cDNA do 
gene CFnao teriam sido identificados se fossem usadas 
bibliotecas de cDNA preparadas a partir de outros te- 
cidos e orgaos. Os resultados do Northern blot tambem 
mostraram que o suposto gene CFe expresso nos tecidos 
apropriados. 

A identificagao de um gene candidato como um gene 
de doenga depende de comparagoes de alelos normais e 
mutantes de varias familias dife rentes. A FC e incomum 
porque 70% dos alelos mutantes contem a mesma dele- 
gao de tres bases, AF508, o que elimina o residuo fenilala- 
nina na posigao 508 no produto do gene CF. Ao contrario 
do gene huntingtin, a sequencia nucleotidica do gene CF 
mostrou-se muito informativa. O gene e enorme, trans- 
poe 250 kb e contem 24 exons (Figura 16.4). O mRNA de 
CF tern cerca de 6,5 kb de comprimento e codifica uma 
protema de 1.480 aminoacidos. Uma busca em compu- 
tador nos bancos de dados de protemas mostrou rapida- 
mente que o produto do gene CFe semelhante a varias 


protemas de canal ionico, que formam poros entre celu¬ 
las atraves das quais passam os ions. O produto do gene 
CF, denominado regulador de condutdncia transmembrana 
da fibrose cistica, ou proteina CFTR, forma canais ionicos 
(Figura 16.4) atraves das membranas de celulas que re- 
vestem as vias respiratorias, pancreas, glandulas sudori¬ 
paras, intestino e outros orgaos e controla o fluxo de sais 
e agua que entram e saem dessas celulas. Como a fungao 
da protema mutante CFTR nao e adequada em pacien- 
tes com FC, ha acumulo de sal nas celulas epiteliais e de 
muco na superficie dessas celulas. 

A presenga de muco no revestimento das vias respi¬ 
ratorias acarreta infecgoes progressivas e cronicas por 
Pseudomonas aeruginosa. Staphylococcus aureus e bacterias 
relacionadas. Essas infecgoes, por sua vez, geralmente 
causam insuficiencia respiratoria e morte. No entanto, 
as mutagoes do gene CF sao pleiotropicas; elas causam 
varios efeitos fenotipicos diferentes. As disfungoes do 
pancreas, ligado, ossos e tubo intestinal sao comuns em 
individuos com FC. Embora CFTR forme canais de cloro 
(Figura 16.4), tambem regula a atividade de varios ou¬ 
tros sistemas de transporte como os canais de potassio 
e sodio. Em alguns trabalhos sugere-se que CFTR pode 
participar da regulagao do metabolismo e do transporte 
de lipidios. CFTR interage com varias outras protemas 
e sofre fosforilagao/desfosforilagao por quinases e fosfa- 
tases. Assim, CFTR deve ser considerada multifuncional. 
Na verdade, alguns dos sintomas de FC podem ser conse- 
quencias da perda de outras fungoes de CFTR que nao 
os canais de cloro. 

Embora 70% dos casos de FC sejam causados por de- 
legao do trinucleotidio AF508, foram identificadas mais 
de 900 diferentes mutagoes de CF( a Figura 16.5 apresenta 
mutagoes representativas). Cerca de 20 dessas mutagoes 
sao muito comuns; outras sao raras, e muitas foram iden¬ 
tificadas em apenas um individuo. Varias dessas muta¬ 
goes sao detectadas por exames de DNA, como o teste 
para a delegao de AF508 ilustrada em Em foco: Detecgao 

























































Capitulo 16 | Aplicagoes da Genetica Molecular 447 


exon 


14a 15 17b 


Gene CF 



Intron 


2 3 


4 5 6a'6b 9 10 1112 13 14b 16'17a 18 19 20 21 22' 23^24 



Transcricao 

f 


Transcrito primario 


mRNA 


Proteina CFTR 


NH 


Processamento de RNA 


Y 




(A )„ 


Traducao 




Sitios de iigacao de ATP 


COOH 


Regioes transmembrana hidrofobicas 



Dobramento e insercao 

r 

na membrana 


Canal ionico CFTR 
atraves da membrana 



Cadeias 
laterals do < 
carboidrato 


Citosol 


Regioes 

transmembrana 


^ Dupla camada 
> iipidica da membrana 
celular 


Sitios de iigacao de ATP 


■ FIGURA 16A Estruturas do gene CPe seu produto, a proteina CFTR. A proteina CFTR forma canais ionicos atraves das membranas de celulas 
epiteiiais dos putmbes, intestino, pancreas, glandulas sudoriparas e atguns outros orgaos. 
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■ FIGURA 16 Mutagoes no gene CPcausador de fibrose cistica. A distribuigao e a dassificagao das mutagoes causadoras de fibrose cistica sao 
mostradas abaixo dos exons do gene CF. Um diagrama esquematico da proteina CFTR e mostrado acima do mapa de exons para iLustrar os 
dominios da proteina alterados pelas mutagoes. Cerca de 70% dos casos de FC sao causados pela mutacao AP50S, que deleta a fenilalanina 
presente na posigao 508 da proteina CFTR normal. 
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de um gene mutante causador de fibrose cistica, no Capi- 
tulo 14. Esses testes podem ser feitos em celulas fetais co- 
letadas por amniocentese ou biopsia corionica. Tambem 
foram realizados com sucesso em embrioes de oito celu¬ 
las pre-implantagao produzidos por fertilizagao in vitro. A 
diversidade das mutagoes causadoras de FC (Figura 16.6) 
dificulta muito o desenvolvimento de testes de DNA para 
todos os alelos CF mutantes. 

DIAGN6STICO molecular de 

DOENCAS HUMANAS 

Uma vez clonados e sequenciados os genes responsaveis 
por uma doenga humana e conhecidas as mutagoes cau¬ 
sadoras do disturbio, geralmente e possivel desenvolver 
testes moleculares para os alelos mutantes. Esses testes 
podem ser feitos em pequenas quantidades de DNA com 
o auxilio da PCR para amplificar o segmento de DNA 
de interesse (veja a Figura 14.6). Assim, podem ser feitos 
no periodo pre-natal, em celulas fetais obtidas por am¬ 
niocentese ou biopsia corionica, ou ate mesmo em uma 
unica celula de um pre-embriao produzido por fertiliza¬ 
gao in vitro. 

Alguns diagnosticos moleculares sao a simples verifica- 
gao da presenga ou ausencia do sitio de clivagem por uma 
enzima de restrigao especifica no DNA. Por exemplo, a 
mutagao causadora de anemia falciforme (Capitulo 13) 
exclui um sitio de clivagem para a enzima de restrigao 
Mstl I (Figura 16.6). E possivel distinguir o alelo HBB S (fal¬ 
ciforme) do alelo da (i-globina normal ( HBB A ) por meio 
da sintese de iniciadores de PCR complementares as se- 


quencias de DNA que flanqueiam a mutagao falciforme 
no gene HBB? e seu uso para amplificar esse segmento a 
partir do DNA genomico. O DNA amplificado pode ser 
tratado com Ms til, e os produtos da reagao sao separados 
por eletroforese em gel de agarose e corados com brome- 
to de etidio. Se o DNA amplificado for clivado por Mstll 
com produgao de dois fragmentos, contem o alelo HBB A 
normal; se nao for clivado, contem o alelo HBB S mutante. 
Se o DNA genomico foi isolado de um individuo hete- 
rozigoto para esses alelos HBB, metade sera clivada e a 
outra metade continuara Intacta (Figura 16.6). Assim, a 
presenga do alelo HBB S pode ser diagnosticada por um 
simples teste molecular. 

Nos disturbios hereditarios como a doenga de Hun¬ 
tington e a sindrome do X fragil, resultantes de regioes de 
repetigao trinucleotidica expandida em genes, podem-se 
usar PCR e Southern blot para detectar os alelos mutantes. 
O teste de DNA para o gene huntingtin e ilustrado na Fi¬ 
gura 16.2. Outros tipos de mutagoes podem ser detecta- 
dos pelo uso de oligonucleotidios alelo-especificos para 
sondagem de Southern blot genomico. Esse procedimento 
e ilustrado com a mutagao A F508 no gene CF - a causa 
mais frequente de fibrose cistica — em Em foco: Detec- 
gao de um gene mutante causador de fibrose cistica, no 
Capitulo 14. Na verdade, depois de caracterizadas as mu¬ 
tagoes responsaveis por uma doenga, o desenvolvimento 
de testes de DNA para detectar as mutagoes mais comuns 
e usual. A existencia de testes diagnosticos para mutagoes 
causadoras de doengas humanas contribuiu muito para a 
area do aconselhamento genetico, com a oferta de infor- 
magoes inestimaveis para as familias em que ocorrem as 
anomalias geneticas. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


« 


* 


Os genes mutantes causadores de doenga de Huntington e de fibrose cisticaforam identificados 
por clonagem posicional 

As sequencias nucleotidicas dos genes huntingtin e CF foram usadas para prever as se- 
quencias de aminoacidos de sens produtos polipeptidicos e para obter informagoes sobre as 
fungoes dos produtos genicos 

A caracterizagdo dos genes huntingtin e CF levou ao desenvolvimento de testes deDNA que 
detectam algumas mutagoes causadoras de doenga de Huntington e de fibrose cistica 

Genes mutantes responsaveis por disturbios humanas hereditarios frequentemente podem ser 
diagnosticados par testes de DNA 

Os resultados dos testes de DNA para genes mutantes causadores de doengas hereditdrias 
permitem que os conselheiros geneticos informem as familias qual e o risco de nascimento de 
criangas afetadas. 


Terapia genica humana 

A terapia genica - introdugao de copias funcionais de 
um gene em individuo que tern duas copias anomalas do 
gene - e um possivel metodo de tratamento das doengas 
humanas hereditarias. 

Apenas algumas das mais de 6.000 doengas humanas 
hereditarias catalogadas sao trataveis atualmente. Em 


muitas delas, nao se pode recorrer a administragao exo- 
gena do produto genico ausente ou anomalo como se 
administra insulina a diabeticos. A maioria das enzimas 
e instavel e nao pode ser administrada na forma funcio- 
nal em seus locais de agao no corpo, pelo menos nao 
em uma forma que garanta atividade a longo prazo. As 
membranas celulares sao impermeaveis a grandes ma- 
cromoleculas como as proteinas; assim, e preciso que 
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B. Distincao dos alelos HBB A e HBB 5 por tecnicas moleculares simples. 

■ FIGURA 16.6 A. A mutagao que produz o aleio da (3-globina falciforme (HBB 5 ) a partir do alelo da p-globina normal (HBB A ) elimina um sftio 
de clivagem MstI do gene. Essa alteragao pode ser usada para distinguir os dois alelos por tecnicas moleculares simples. B. Detecgao da muta¬ 
gao p-globina falciforme no alelo HBB 5 por amplificagao de fragmentos do gene HBB a partir do DNA genomico e clivagem com a enzima de 
restrigao Mstll. 
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as enzimas sejam sintetizadas nas celulas em que sao 
necessarias. Portanto, o tratamento das doengas here- 
ditarias e amplamente restrito aos casos em que o me- 
tabolito ausente e uma pequena molecula, que pode 
ser distribuida pelo sistema circulatorio para os tecidos 
apropriados, ou aos casos em que e possivel controlar 
os sintomas por modificagao da alimentagao. Em muitas 
outras doengas hereditarias, a terapia genica e o metodo 
mais promissor de tratamento eficaz. A terapia genica 
e o acrescimo de uma copia normal (selvagem) de um 
gene ao genoma de um indivfduo que tern copias ano- 
malas do gene. Um gene introduzido em uma celula 
ou um organismo e denominado transgene (do ingles, 
frarwferred gene, gene transferido) para distingui-lo dos 
genes endogenos, e o organismo no qual o gene e in¬ 
troduzido e denominado transgenico. Quando a terapia 
genica e eficaz, o transgene sintetiza o produto genieo 
ausente e restaura o fenotipo normal. 

Antes de analisarmos exemplos especificos, precisa- 
mos examinar dois tipos de terapia genica: terapia genica 
de celulas somaticas ou nao hereditaria e terapia genica de celulas 
germinativas ou hereditaria. Em animais superiores como os 
seres human os, as celulas reprodutivas ou da linhagem 
germinativa sao produzidas por uma linhagem celular di- 
ferente de todas as linhagens de celulas somaticas. Assim, 
a terapia genica de celulas somaticas trata os sintomas da 
doenga, mas nao cura a doenga. Ou seja, depois da tera¬ 
pia genica de celulas somaticas, o gene anomalo ainda 
estara presente nas celulas da linhagem germinativa do 
paciente e pode ser transmitido para seus descendentes. 
Todas as terapias genicas de doengas humanas que apre- 
sentaremos aqui sao terapias genicas de celulas somati¬ 
cas. A terapia genica da linhagem germinativa esta sendo 
posta em pratica em camundongos e outros animais, mas 
nao em seres human os. 

A distingao entre terapia genica de celulas somaticas e 
da linhagem germinativa e importante quando tratamos 
de seres humanos. As preocupagoes frequentemente 
manifestadas sobre a humanidade querer “reformular a 
natureza” ou “brincar de Deus” dizem respeito as trans- 
ferencias de genes da linhagem germinativa, nao a tera¬ 
pia genica de celulas somaticas. Importantes reflexoes 
morais e eticas estao implicadas em qualquer decisao de 
fazer modificagoes na linhagem germinativa de genes 
humanos. Ja a terapia genica de celulas somaticas nao e 
diferente da terapia com enzimas (produto genieo) nem 
dos transplantes de celulas, tecidos e orgaos. Nos trans- 
plantes, implantam-se nos pacientes orgaos inteiros, com 
todos os genes estranhos presentes no genoma de cada 
celula do orgao. Nas terapias genicas de celulas somaticas 
atuais, algumas celulas do proprio paciente sao retiradas, 
reparadas e reimplantadas no paciente. Assim, a terapia 
genica de celulas somaticas e me nos complexa e menos 
arriscada que um transplante de orgao. 

Para aplicar a terapia genica de celulas somaticas, ge¬ 
nes de tipo selvagem devem ser introduzidos e expressos 
em celulas homozigotas ou hemizigotas para um alelo 
mutante do gene. Em principio, o gene selvagem pode- 
ria ser inserido nas celulas mutantes por varios metodos 


diferentes. Na maioria das vezes, usam-se virus para inse- 
rir o gene selvagem nas celulas. No caso de vetores retro- 
virais, o transgene selvagem e integrado - com o DNA do 
retrovirus - ao DNA da celula hospedeira. Assim, quando 
se us am retrovirus como vetores, o transgene e transmi¬ 
tido para todas as celulas descendentes na linhagem da 
celula afetada. 

Quando se usam outros vetores virais, como os deriva- 
dos de adenovirus, a presenga dos transgenes nas celulas 
hospedeiras e transitoria porque a replicagao dos geno- 
mas desses virus e autonoma e eles so persistem ate que o 
sistema imune elimine os virus com as celulas infectadas. 
A van tag em desses vetores em relagao aos retrovirus e 
que nao ha indugao de mutagoes possivelmente preju- 
diciais durante a etapa de integragao (Capitulo 13). No 
entanto, ha duas desvantagens importantes: (1) a expres- 
sao do transgene e transitoria, apenas enquanto persistir 
a infeegao viral, e (2) a maioria dos seres humanos tern 
forte reagao imune a esses virus, provavelmente causada 
por exposigao previa ao mesmo virus ou a virus muito 
semelhantes. Por exemplo, nas tentativas iniciais de tra- 
tar a fibrose cistica por terapia genica de celulas somati¬ 
cas, os pacientes inalavam um adenovirus como vetor do 
gene CF, com a esperanga de que as celulas pulmonares 
fossem infectadas e sintetizassem quantidade do produ¬ 
to do gene CF suficiente para aliviar parte dos sintomas 
da doenga. Infelizmente, esses tratamentos foram inefi- 
cazes, ao menos em parte, por causa da rapida resposta 
imune a esses virus nos indivfduos tratados. 

Em doengas como a fibrose cistica, na qual a terapia 
genica eficaz exige expressao prolongada do transgene, 
os vetores adenovirus usuais provavelmente serao inefi- 
cazes. Como a expressao do transgene e transitoria, sera 
preciso repetir os tratamentos periodicamente. No en¬ 
tanto, considerando-se que as respostas imunes secunda- 
rias sao muito rapidas e eficientes, os tratamentos subse- 
quentes com o mesmo vetor viral provavelmente seriam 
ineficazes. 

A terapia genica humana e efetuada de acordo com 
diretrizes rigorosas elaboradas pelo National Institutes of 
Health (NIH). Cada procedimento proposto de terapia 
genica e examinado minuciosamente por comissoes de 

revisao de ambito local (instituigao ou centra medico) e 

* 

nacional (NIH). E preciso cumprir varias exigencias para 
a aprovagao de um procedimento de terapia genica. 

1. O gene tem de ser clonado e bem caracterizado, isto e, 
deve estar disponfvel na forma pura. 

2. E preciso que haja um metodo eficaz de administragao 
do gene ao(s) tecido(s) ou as celulas desejadas. 

3. Os riscos da terapia genica para o paciente devem ter 
sido avaliados com rigor e ser comprovadamente mi¬ 
nim os. 

4. Nao pode haver outros metodos de tratamento da 
doenga. 

5. Deve haver dados de experimentos preliminares com 
modelos animais ou celulas humanas, que tem de indi¬ 
car que a terapia genica proposta provavelmente sera 
eficaz. 
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A proposta de uma terapia genica nao sera aprovada 
pelas comiss oes de revisao local e nacional ate que elas 
estejam convencidas do cumprimento de todas as condi- 
goes citadas anteriormente. Alem disso, com a lastimavel 
morte, em setembro de 1999, de Jesse Gelsinger, um jo- 
vem de 18 an os com deficiencia de ornitina transcarba- 
milase, por uma reagao imune grave ao vetor adenovirus 
usado na terapia genica experimental, as comiss oes de 
revisao estao sendo especialmente cautelosas na avalia- 
gao das propostas de terapia genica. 

O primeiro uso da terapia genica em seres humanos 
ocorreu em 1990, quando uma menina de 4 anos com 
imunodeficiencia combinada grave por deficiencia de adenosina de- 
saminase (ADA - SCID) recebeu seu primeiro tratamento com 
transgene. A SCID e uma doenga autossomica rara do 
sistema imune. As pessoas com SCID praticamente nao 
tem sistema imune, de modo que ate mesmo infecgoes 
leves costumam ser fatais. Na ausencia de adenosina de- 
saminase (ADA), niveis toxicos da forma fosforilada de 
seu substrato, desoxiadenosina, acumulam-se nos linfoci- 
tos T (leucocitos essenciais para uma resposta imune) e 
os destroem. Os linfocitos T estimulam a transformagao 
de linfocitos B em plasmocitos produ tores de anticorpos. 
Assim, na ausencia de linfocitos T, a resposta imune e 
impossivel, e recem-nascidos com ADA - SCID raramente 
vivem mais de alguns anos. 

Depois da terapia genica em 1990, os linfocitos T 
transgenicos da menina sintetizaram adenosina desami- 
nase por um tempo, mas nao a longo prazo. Felizmente, 
depois foi demonstrada a eficacia da terapia com enzima 
no tratamento da ADA - SCID. Atualmente, injegoes de 
adenosina desaminase bovina estabilizada com ^olietile- 
noglicol (PEG, o principal componente do anticonge- 
lante) sao usadas para tratar a ADA - SCID. A menina de 
4 anos pioneira da terapia genica agora e umajovem sau- 
davel e ativa, com interesse especial por musica, e tam- 
bem uma obstinada defensora da terapia genica. 

Para evitar as li mi tag oes resultantes da curta vida dos 
leucocitos, as celulas-tronco da medula ossea que dao 
origem a leucocitos poderiam ser usadas para tratar dis- 
turbios imunes como a ADA - SCID. As celulas-tronco 
modificadas devem produzir continuamente linfocitos 
T com o transgene ADA e poderiam oferecer um trata¬ 
mento permanente ou de longa duragao para a doenga. 
Na verdade, a terapia genica com celulas-tronco foi usada 
para tratar dois lactentes com ADA - SCID em 1993 e se 
tornou o metodo de escolha. Infelizmente, a sintese de 
ADA ainda era de curta duragao quando o transgene es- 
tava presente nas celulas-tronco. 

No ano 2000, medicos britanicos e franceses fizeram o 
que na epoca pareceu ser a primeira terapia genica com 
celulas somaticas eficaz de individuos com uma doenga 
hereditaria fatal. Eles trataram meninos com um tipo 
de SCID semelhante a ADA - SCID ja comentada, mas 
causada por mutagoes em gene no cromossomo X. Essa 
SCID ligada ao X e causada por perda ou inativagao da 
subunidade 7 do receptor da interleucina-2. A interleu- 
cina -2 e uma molecula sinalizadora necessaria para o de- 
senvolvimento de celulas do sistema imune. No entanto, 


o polipeptidio 7 do receptor da interleucina -2 tambem e 
um componente de varios outros fatores de crescimento 
linfocito-especificos. Coletivamente, eles estimulam o de- 
senvolvimento de linfocitos B e T — as celulas necessarias 
para a produgao de plasmocitos produtores de anticor¬ 
pos e celulas T citotoxicas, respectivamente. Na ausencia 
do polipeptidio 7 , um individuo nao tem sistema imune 
funcional e raramente sobrevive por mais de alguns anos. 

Como os individuos com ADA - SCID, os meninos com 
SCID ligada ao X pareciam ser bons candidatos ao trata¬ 
mento por terapia genica de celulas somaticas. Assim, o 
gene codificador da subunidade 7 do receptor da inter- 
leu cina -2 humana foi clonado, inserido em um vetor re¬ 
troviral e introduzido em celulas-tronco hematopoeticas 
(precursoras das celulas do sistema circulatorio) isoladas 
de pacientes com SCID ligada ao X, e a expressao genica 
foi verificada enquanto as celulas ainda estavam crescen¬ 
do em meio de cultura. Depois de verificar a expressao do 
gene (designado IL2Ib{c, do ingles in ter feukin-2 receptor 
7 common, cadeia 7 comum do receptor da interleuci¬ 
na- 2 ), as celulas-tronco foram transfundidas de volta para 
os pacientes com SCID dos quais haviam sido retiradas 
(Figura 16.7). Durante os 2 anos subsequentes, foram tra- 
tados 14 meninos com SCID ligada ao X. Nos 14 casos, a 
terapia genica curou a imunodeficiencia, resultando em 
niveis normais de celulas T dentro de alguns meses apos 
o tratamento. Assim, durante 2 anos, tudo indicava que a 
terapia genica tinha sido um grande sucesso. Entao, um 
dos meninos desenvolveu leucemia de celulas T aguda, 
um cancer dos leucocitos. Mais tarde, a mesma leucemia 
de celulas T foi detectada em mais tres pacientes da tera¬ 
pia genica. Evidentemente, algo saiu errado. 

Uma vantagem dos vetores retrovirais e que eles se 
inserem nos cromossomos de celulas hospedeiras e, 
portanto, sao transmitidos para as celulas-filhas durante 
a divisao celular. No entanto, assim como os elementos 
transpomveis, eles podem se inserir nos genes das celulas 
hospedeiras e causar mutagao (ver Figura 13.13). Alem 
disso, alguns DNA de retrovirus aumentam a expressao 
de genes proximos de seus locals de integragao, e o vetor 
(derivado de componentes do virus da leucemia murina 
de Moloney) usado para introduzir o gene IL2Ryc em 
pacientes com SCID ligada ao X era desse tipo. 

Quando a localizagao do DNA viral que tem o gene 
IL2Ryc foi determinada nos dois primeiros meninos 
que desenvolveram leucemia, o vetor foi encontrado no 
mesmo gene nos dois casos. O DNA retroviral havia se 
integrado a um gene sabidamente associado a leucemia 
linfoblastica aguda de celulas T (LLA de celulas T) em 
individuos com uma translocagao cromossomica especi- 
fica. A translocagao fundiu o gene TCBfi (do ingles, T-cell 
receptor p subunit, subunidade p do receptor de celu¬ 
las T) no cromossomo 7 com a regiao 5' do gene LM02 
( LIM-only ) no cromossomo 11 (Figura 16.8). LM02 codi- 
fica uma proteina essencial para a formagao de alguns 
complexos do lator de transcrigao. A expressao de LMG2 
normalmente e reduzida durante o desenvolvimento das 
celulas T. Quando e super exp resso em celulas T, estimula 
a divisao celular. Desse modo, LM02 e classificado como 
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■ FICURA 16.7 Tratamento de imunodeficiencia combinada grave ligada ao X (IL 2 R 77 C - SCID) por terapia genica de celulas somaticas. Essa for¬ 
ma de SCID ligada ao X e causada por perda ou ausenda de atividade do polipeptfdio 7 do receptor da interleucina-2 (0 poLipeptfdio 7 tambem 
e um componente de outras interleucinas). A terapia genica e feita por isolamento de celulas-tronco da medula ossea do paciente, introdugao 
de uma copia selvagem do gene IL2Ryc + nessas celulas com um vetor retroviral, verificagao da expressao do transgene em celulas cultivadas e 
reinfusao no paciente das celulas-tronco transformadas. 


proto-oncogene, um gene que pode se tornar um onco¬ 
gene causador de cancer por mutagao ou expressao alte- 
rada (Capftulo 21). Na verdade, LM02 e superexpresso 
nas celulas T de individuos com leucemia aguda causada 
pela translocagao mostrada na Figura 16.8. Tambem e 
superexpresso nos meninos com SCID ligada ao X que 


foram submetidos a terapia genica e desenvolveram leu¬ 
cemia ou sintomas semelhantes aos da leucemia. 

Os cientistas sabiam que os vetores retrovirais usados 
em terapia genica podem causar mutagao por integra- 
gao nos genes. No entanto, o risco foi considerado pe- 
queno. A chance aproximada de que um vetor integrado 


Identificacao do oncogene LM02 por sua associacao com uma translocacao entre os 
cromossomos 7 e 11 em individuos com leucemia linfoblastica aguda de celulas T (LLA de celulas T). 
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H MG UR A ) 6)8 O gene LM02 (gene LIM-only 2) codifica uma pequena proteina que atua como ponte de uniao de diferentes fatores de trans- 
crigao. Ele foi identificado em estudos de individuos com /eucemia linfoblastica aguda de celulas T (LLA de celulas, um cancer que acomete 
leucocitos). Nesses pacientes, houve uma translocagao entre os cromossomos 7 e 11. Essa translocagao desLocou 0 gene TCRp (subunidade (3 
do receptor de celulas T) no cromossomo 7 perto do gene LM02 no cromossomo lie resultou na superexpressao de LM02. Quando superex¬ 
presso, LM02 comporta-se como um oncogene (gene causador de cancer; veja o Capftulo 21) em uma via que acarreta a leucemia de celulasT. 
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aleatoriamente ao genoma human o (3 X 10 9 pares de 
nucleotidios) se inserisse em um gene especifico seria 
de uma em um milhao. No entanto, sabe-se que os ve- 
tores retrovirais inserem-se preferencialmente em genes 
expresses. Considerando-se que o genoma humano tern 
cerca de 20.500 genes, mesmo que todas as insergoes 
ocorressem nos genes, a insergao aleatoria de vetores nos 
genes acometeria determinado gene com uma probabi- 
lidade aproximada de 1 em 20.500. E evidente que, com 
a ocorrencia de 2 de cada 15 insergoes no gene LM02, 
as insergoes nao sao aleatorias. Em vez disso, esse vetor 
especifico apresenta uma forte tendencia a se inserir no 
gene LM02 ou perto dele. 

E claro que ainda temos muito a aprender antes de 
usar a terapia genica como tratamento eficaz de distur- 
bios humanos hereditarios. Precisamos de vetores mais 
seguros e precisamos aprender a regular a expressao dos 
genes nesses vetores. Quanto tempo sera necessario para 
o desenvolvimento de protocolos de terapia genica efica- 
zes e seguros? Nao sabemos a resposta; mas podemos pre- 
ver que havera um tempo em que a terapia genica sera 
usada habitualmente e com seguranga no tratamento de 
doengas humanas hereditarias. 

Duas aplicagoes recentes de terapia genica obtiveram 
resultados encorajadores. Uma e o tratamento de criangas 
com uma forma rara de cegueira congenita - amaurose 
congenita de Leber tipo II, que foi comentada na segao de 
introdugao deste capitulo. A outra e o tratamento da doen- 
ga de Canavan, um disturbio neurodegenerativo autosso- 
mico recessivo. Individuos com doenga de Canavan nao 
tern uma enzima que decompoe o N-acetilaspartato produ- 


zido nos neuronios. Quando o gene codificador da enzima 
foi introduzido nas celulas encefalicas, a enzima ausente 
foi sintetizada e as fungoes neurologicas melhoraram. Ate 
agora, essas duas terapias genicas parecem ter sido eficazes. 

Todos os protocolos atuais e passados de terapia geni¬ 
ca de celulas somaticas sao procedimentos de acrescimo 
de genes, apenas acrescentam copias funcionais do gene 
anomalo do paciente aos genomas das celulas receptoras. 
Eles nao substituem o gene anomalo por um gene fun- 
cional. Na verdade, os genes introduzidos sao inseridos 
em sftios aleatorios ou quase aleatorios nos cromossomos 
das celulas hospedeiras. O protocolo ideal de terapia ge¬ 
nica substituiria o gene anomalo por um gene funcional. 
As substituigoes genicas seriam mediadas por recombinagao 
homologa e posicionariam o gene introduzido em sua 
localizagao normal no genoma do hospedeiro. Em seres 
humanos, as substituigoes genicas geralmente sao deno- 
minadas transferencias genicas dirigidas. Oliver Smithies e 
colaboradores usaram pela primeira vez a recombinagao 
homologa para dirigir sequencias de DNA para o locus 
(3-globina de celulas de cultura de tecido humano em 
1985. No entanto, a frequencia da transferencia genica 
dirigida era muito baixa (aproximadamente 10“°). Desde 
entao. Smithies, Mario Capecchi e outros desenvolveram 
melhores vetores de direcionamento genico e estrategias 
de selegao. Assim, e possfvel l’azer substituigoes genicas 
dirigidas mais eficientes e identificar com mais facili- 
dade as celulas com a substituigao genica desejada. No 
future, e provavel que as substituigoes genicas dirigidas 
tornem-se o metodo de escolha para terapia genica de 
celulas somaticas das doengas humanas. 


PONTOS ESSENCIAIS • A terapia genica e o acrescimo de uma copia normal (selvagem) de um gene ao genoma de um 

individuo que tern copias anomalas do gene 

* Embora a terapia genica de celulas somaticas tenha sido eficaz na restauragdo dafungdo 
imunologica em meninos com imunodeficiencia combinada grave ligada ao X, mais tarde 
quatro deles tiveram leucemia ou disturbios semelhantes a leucemia 

* A terapia genica de celulas somaticas epromissora para o tratamento de muitas doengas 
humanas hereditarias; no entanto, os resultados obtidos ate hoje sao desapontadores. 


Analise do perfil de DNA 

Os perfis de DNA - padroes registrados de polimorfismos 
do DNA - oferecem fortes indfeios da identidade ou nao 
identidade de um individuo. 

A impressao digital teve papel decisivo em casos de iden- 
tificagao humana durante decadas. Na verdade, muitas 
vezes a impressao digital foi o dado estrategico que pos 
um suspeito na cena do crime. Seu uso em casos judieiais 
baseia-se na premissa de que nao existem dois individuos 
com impressoes digitais iguais. Do mesmo modo, nao 
existem dois individuos, a excegao de gemeos identicos, 
cujos genomas tenham sequencias nucleotidicas identi- 


cas. O genoma humano contem 3 X 10 9 pares de nucleo- 
tfdios; cada sitio e ocupado por um dos quatro pares de 
bases no DNA. Alem disso, o genoma humano contem 
polimorfismos de DNA de muitos tipos diferentes, que 
podem fornecer informagoes inestimaveis em casos de 
duvida sobre a identidade. 

Os padroes registrados de polimorfismos de DNA — 
perfis de DNA (originalmente conhecidos como impressoes 
digitais de DNA) — agora sao usados rotineiramente para 
identificar e/ou distinguir individuos. O uso de dados de 
sequencia de DNA em casos de identificagao pessoal e 
conhecido como analise do perfil de DNA (analise da impressao 
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■ Fic URA '6.9 Marco zero depois da queda das Torres Gemeas do World Trade Center em 11 de setembro de 2001. Os corpos de algumas 
das quase 3.000 pessoas mortas so puderam ser identificados por comparagao de suas sequences de DNA com as de parentes proximos, um 
processo denominado analise do perfil de DNA. 


digital de DNA); e um metodo util em casos de incerteza so- 
bre a identidade, como paternidade, estupro, assassinato 
e identificagao de corpos mutilados depois de explosoes, 
colisoes ou outras tragedias. A analise do perfil de DNA 
foi amplamente usada para identificar corpos e partes de 
corpos recuperados nos destrogos depois da queda das 
Torres Gemeas do World Trade Center em Nova York, em 
11 de setembro de 2001 (Figura 16.9). 

Dois tipos de polimorfismos de DNA mostraram-se 
uteis principalmente na analise do perfil de DNA. As 
repetigoes em serie em numero variavel (VNTR, tarn- 
bem denominadas minissatelites) sao constituidas de se¬ 
quencias repetidas com 10 a 80 pares de nucleotidios, e 
as repetigoes curtas em serie (STR; tambem denomina¬ 
das microssatelites) sao constituidas de sequencias repe¬ 
tidas com 2 a 10 pares de nucleotidios. Essas sequencias 
apresentam numero de copias muito variavel, o que as 
torna ideais para uso na analise do perfil de DNA. 

Durante muitos anos, a maioria dos perfis de DNA 
continha padroes de bandas especificos em Southern 
blots de DNA genomico clivado por uma enzima de 
restrigao especifica e hibridizado com sondas de DNA 
apropriadas (Figura 16,10). Atualmente, a maioria dos 
perfis de DNA e constituida de eletroferogramas pro- 
duzidos com uso de iniciadores de POR marcados com 
corantes fluorescentes para amplificar os segmentos de 
interesse do DNA genomico, eletroforese capilar em 
gel para separar os produtos da PCR e lasers e fotoce- 
lulas (detectores fluorescentes) para registrar os tama- 
nhos dos produtos fluorescentes da PCR (Figura 16.11). 
As etapas de separagao e detecgao sao feitas por apare- 
Ihos automaticos de sequenciamento de DNA apresen- 
tados no Capftulo 14. 


Em 1997, o Federal Bureau of Investigation (FBI) 
adotou um conjunto de 13 loci de STR a ser usado como 
banco de dados padronizado em investigagoes criminals. 
Coletivamente, esses 13 loci STR compoem o sistema 
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■ FIGURA 16.1C Diagrama simplificado do uso de repetigoes em serie 
em numero variavel (VNTR) e Southern blot para preparar perfis de DNA. 
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combinado de indices de DNA (CODIS, Combined DNA 
Index System) amplamente usado na analise do perfil de 
DNA. Esses lode stao localizados em 12 cromossomos di- 
ferentes (Tabela 16.1). A selegao de iniciadores de PCR 
que geram produtos de tamanhos diferentes possibilita 


a amplificagao de tres ou mais loci STR com pares de ini¬ 
ciadores marcados com o mesmo corante fluorescente 
e separados por eletroforese em gel (Figura 16.12A) e a 
amplifica^ao de ate nove lod STR usando tres pares de 
iniciadores de PCR marcados com corantes fluorescentes 
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■ FIGURA 16.11 Diagrams ilustrativo do uso de repetigoes curtas em serie (STR), PCR realizada com iniciadores marcados com corante flu¬ 
orescente, eletroforese capilar em gel e detectores de fluorescencia para preparar os perfis de DNA. Os tamanhos dos produtos da PCR sao 
mostrados em pares de nucleotidios acima dos perfis de DNA. 
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Tabela 16.1 


Os 13 tod de STR no painel CODI5 basico. 

Locus 

Cromossomo 

Motivo de repetigao 

Numero de alelos observados 

1.TPOX 

2 

GAAT 

15 

2. D3S1358 

3 

[TCTG] [TCTA] 

25 

3.FGA 

4 

CTTT 

80 

4. D5S818 

5 

AGAT 

15 

5. CSF1PO 

5 

TAGA 

20 

6. D7S820 

7 

GATA 

30 

7. D8S1179 

8 

[TCTA] [TCTG] 

15 

8.TH01 

11 

TCAT 

20 

9.VWA 

12 

[TCTG] [TCTA] 

29 

10. D13S317 

11. D16S539 

13 

TATC 

17 

16 

GATA 

19 

12.D18S51 

18 

AGAA 

51 

13. D21S11 

21 

[TCTA] [TCTG] 

89 


diferentes e separados em um unico tubo de eletroforese 
capilar em gel (Figure 16.1 ZB). A separagao de famflias de 
alelos STR em uma a tres amplificagoes de PCR e uraa 
ou duas separagoes por eletroforese em gel e conhecida 
como analise STR multiplex. Varias companhias desen- 
volveram iniciadores de PCR multiplex marcados com 
corante fluorescente que possibilitam a caracterizagao 
dos alelos dos 13 loci STR padronizados em apenas duas 


amplificagoes por PCR e separagoes por eletroforese em 
gel. 

A capacidade e a utilidade dos perfis de DNA em casos 
de identificagao pessoal sao obvias para qualquer pessoa 
familiarizada com a genetica molecular e as tecnicas usa- 
das na produgao dos perfis. Todavia, ao longo dos anos 
surgiram muitas polemicas acerca do uso de perfis de 
DNA em questoes forenses. A maioria dessas controver- 
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A. Eletroferograma de escadas alelicas de STR marcadas com um so corante fluorescente e 
separadas por eletroforese capilar em gel. 


Pares de nucleotidios: 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 



corantes fluorescentes diferentes (mostrados como picos azuis, verdes e pretos). Os picos vermethos 
representam padroes de tamanho do DNA. Nessa analise de STR multiplos, nove loci STR 
sao caracterizados simultaneamente. 

■ RGURA 16.12 Eletroferogramas de (A) de escadas de STR multiplex marcados com um so corante fluorescente e separados por eletroforese 
capilar em gel e (B) analise multipla de nove loci de STR feita com tres pares de iniciadores de PCR marcados com tres diferentes corantes 
fluorescentes. Os picos vermelhos representam marcadores de tamanho do DNA acrescentados. 
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sias estava relacionada com a competencia dos laborato¬ 
ries de pesquisa participantes, com a probabilidade de 
erro humano na criagao dos perfis e com os metodos de 
calculo da probabilidade de que dois indivfduos tenham 
perfis de DNA identicos. 

Para estimar a probabilidade de perfis identicos, os 
pesquisadores precisam ter informagoes confiaveis sob re 
a frequencia dos polimorfismos na populagao em ques- 
tao. Por exemplo, se a endogamia (cruzamento entre in¬ 
divfduos aparentados) for comum na populagao, aumen- 
ta a probabilidade de perfis de DNA identicos. Assim, as 
estimativas precisas da probabilidade de que dois indi¬ 
vfduos tenham perfis correspondentes exigem informa¬ 
goes confiaveis sob re a frequencia de polimorfismos na 
populagao de inter esse. Os dados obtidos de uma popu¬ 
lagao nunca devem ser extrapolados para outra porque 
populagoes diferentes podem ter frequencias diferentes 
de polimorfismos. Por essa razao, os cientistas forenses 
reuniram muitos dados sobre as frequencias dos alelos 
STR CODIS em populagoes do mundo todo, e esses da¬ 
dos sao usados como referenda em processos judicials 
que usam os perfis de DNA. 

A analise do perfil de DNA e um instrumento iorense 
eficiente quando usada apropriadamente. Os perfis po¬ 
dem ser preparados a partir de diminutas quantidades 
de sangue, semen, bulbos dos pelos ou outras celulas. O 
DNA e extrafdo dessas celulas e amplificado por PCR, 
e as STR sao caracterizadas por PCR usando iniciadores 
fluorescentes, eletroforese capilar em gel e detectores/ 
registradores de fluorescencia (Figura 16.11). Embora os 
perfis de DNA sejam aplicaveis em todos os casos de du- 
vida sobre a identidade, eles foram particularmente uteis 
em processos de paternidade e judiciais. 

TESTES DE PATERNIDADE 

No passado, os casos de duvida sobre a paternidade mui- 
tas vezes eram resolvidos por comparagao dos tipos de 
sangue da crianga, da mae e dos possfveis pais. Dados 
sobre o tipo sangufneo podem ser usados para provar 
que homens com determinados tipos sangufneos nao 
poderiam ser pais da crianga. Infelizmente, essas compa- 
ragoes de tipo sangufneo contribuem pouco para a iden¬ 
tificagao positiva do pai. Por outro lado, os perfis de DNA 
nao so excluem pais erroneamente identificados, mas 
tambem se aproximam da identificagao positiva do ver- 
dadeiro pai. Amostras de DNA sao obtidas de celulas da 
crianga, da mae e dos possfveis pais, e os perfis de DNA 
sao preparados conf orme a descrigao apresentada nas Fi- 
guras 16.10 ou 16.11. Quando os perfis sao comparados, 
todas as bandas no perfil de DNA da crianga devem es- 
tar presentes nos perfis de DNA combinados dos pais. A 
crianga recebe de cada genitor um cromossomo de cada 
par de cromossomos homologos. Assim, aproximada- 
mente metade das bandas de DNA ou picos nos perfis de 
DNA da crianga provem das sequencias de DNA herda- 
das da mae, e a outra metade provem das sequencias de 
DNA herdadas do pai. 


A Figura 16.13 mostra os perfis de DNA de uma crianga, 
da mae e de dois homens suspeitos de serem o pai da 
crianga. Nesse caso, os perfis de DNA indicam que o se- 
gundo candidate provavelmente e o pai biologico. A acu- 
racia dos perfis de DNA na identificagao dos parentescos 
entre a crianga e o genitor aumenta com o numero de 
loci polimorficos usados na analise. Se forem analisados 
os 13 loci STR do CODIS, os resultados geralmente sao 
muito acurados. Teste sua compreensao do uso da anali¬ 
se do perfil de DNA em casos de paternidade solucionan- 
do a questao de Resolva! Como os perfis de DNA podem 
ser usados para estabelecer a identidade? 

APLICACOES FORENSES 

Os perfis de DNA foram usados pela primeira vez como 
evidencia em um caso criminal em 1988. Em 1987, um 
juiz da Florida indeferiu o pedido do promotor de justi- 
ga de apresentar interpretagoes estatfsticas de evidencias 

Possfvel pai N Q 1 



■ FIGURA 16.13 Perfis de DNA de uma mae, seu filho e dois homens 
que afirmavam ser pais da crianga. As setas indicam bandas que iden- 
tificam o homem N° 2 como pai biologico. 
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Resolva! 


Como os perfis de DNA podem ser usados 
para estabelecer a identidade? 

Um tragico acidente de aviao matou 17 pessoas - todos que es- 
tavam a bordo. O aviao incendiou-se depois do impacto, tornan- 
do impossivel o reconhecimento dos corpos queimados, Havia 
dois meninos de 10 anos no voo, um viajava com os pais e o 
outro voltava para casa depois de visitar os avos. Como e possivel 
distinguir os corpos dos dots meninos com base nos perfis de 
DNA para que os pais sobreviventes possam enterrar seu filho? 

Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 

de DNA contra um acusado de estupro. Depois de um 
julgamento anulado, o suspeiLo foi libertado. Tres meses 
depois, ele estava novamente diante do juiz, acusado de 
outro estupro. Dessa vez, o juiz permitiu que o promo¬ 
tor apresentasse uma analise estatfstica dos dados com 
base em estudos populacionais apropriados. A analise 
mostrou que a probabilidade de que a correspondencia 


e litre os perfis de DNA p re parados a partir de residuos 
de semen encontrados na vftima e o perfil de DNA do 
suspeito fosse obra do acaso era de uma em 10 bilhoes. 
Dessa vez o suspeito foi condenado. Nao restam duvidas 
sobre o valor dos perfis de DNA em processos desse tipo 
quando sao obtidas boas amostras de tecidos ou celulas 
na cena do crime. Quando realizados meticulosamente 
por cientistas treinados e interpretados de modo con- 
servador, usando dados populacionais validos sobre as 
frequencias dos polimorfismos implicados, os perfis de 
DNA podem ser um instrumento muito necessario e efi- 
ciente na luta incessante contra o crime. 

A Figura 16.14 iluslra o tipo de perfis de STR usados 
em processos judiciais. Para simplificar, sao mostrados os 
perfis de DNA de apenas 4 dos 13 loci STR do CODIS 
padronizados, Na pratica, seriam com parados os perfis 
dos 13 loci. O perfil de DNA preparado a partir do sangue 
seco na cena do crime corresponde ao perfil de DNA do 
suspeito 2, mas nao ao perfil do suspeito 1. E claro que 
esses perfis de DNA correspondentes nao sao suficientes 
para comprovar que o suspeito 2 cometeu o crime, mas, 
se combinados a outros perfis de DNA e a outros sinais, 
constituem forte indicio de que o suspeito 1 esteve na 
cena do crime. Talvez o mais importante seja que esses 


Sangue na cena do crime 

Pares de nucieotidios: 126 146 166 186 206 226 246 266 286 306 326 



Suspeito 1 

Pares de nucieotidios: 126 146 166 186 206 226 246 266 286 306 326 



Suspeito 2 

Pares de nucieotidios: 126 146 166 186 206 226 246 266 286 306 326 



■ FIGURA 16,14 Perfis de DNA de quatro loci STR preparados a partir de DNA isolado de sangue seco, encontrado no local de um crime, e de 
sangue coletado de dois suspeitos. Na pratica forense, seriam comparados os perfis de DNA dos 13 loci STR do CODIS. 
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perfis mostram claramente que as celulas na mancha de 
sangue nao eram do suspeito 1. Assim, os perfis de DNA 
mostraram-se inestimaveis para reduzir a frequencia de 
convicgoes erradas, e em varios casos inocentaram pes- 
soas que estavam presas por crimes que nao haviam co- 
meddo. 

A comparagao dos perfis STR dos 13 loci do CODIS, 
talvez complementada por dados do DNA mitocondrial, 


pradcamente exclui a possibilidade de correspondence 
casual dos perfis de DNA de duas pessoas. Na verdade, a 
chance de que duas pessoas brancas sem parentesco, de 
uma populagao nao endogamica, tenham perfis de DNA 
idendcos nos 13 loci do CODIS e de aproximadamente 
uma em 5,75 trilhoes. Nao resta duvida de que a analise 
do perfil de DNA e um instrumento eficiente em casos de 
identificagao pessoal. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Os perfis de DNA detectam e registrant polimorfismos nos genomas dos individuos 

Os perfis de DNA oferecem fortes indicias de identidade individual, indicios que sao 
extremamente uteis em processes de patemidade eforenses. 


Produgao de protefnas eucarioticas em bacterias 


A insuLina humana, o hormonio de crescimento humano 
e outras protefnas eucarioticas uteis podem ser produzi- 
dos de modo economico em bacterias modificadas por 
engenharia genetica. 

Durante decadas, os microrganismos foram usados para 
produzir substancias importantes para os seres humanos. 
Todos nos estamos cientes do impacto dos antibioticos 
sobre a saude humana, mas nem todos conhecem sua im¬ 
portance economica. O valor de mercado atacadista de 
antibioticos nos EUA e superior a dois bilhoes de dolares 
anuais. Os microbios tambem tern papeis importantes 
na produgao de muitas outras substancias, por exemplo, 
farmacos antifungicos, aminoacidos e vitaminas. Hoje, 
gragas a engenharia genetica, as bacterias estao sendo 
usadas na produgao de importantes protefnas eucario¬ 
ticas como a insulina humana, hormonio do crescimento 
humano e toda a famflia de interferonas humanas. Alem 
disso, microbios modificados por engenharia genetica 
estao sendo usados para sintetizar enzimas uteis e outras 
moleculas organicas e para propiciar mecanismos meta- 
bolicos para a desintoxicagao de poluentes e a conversao 
de biomassa em substancias biocombustfveis. 

HORMONIO DO CRESCIMENTO HUMANO 

Em 1982, a insulina humana tornou-se o primeiro suces- 
so comercial das novas tecnologias de recombinagao do 
DNA na area farmaceutica. Desde entao, varias outras 
protefnas humanas com utilidade medicinal foram sin- 
tetizadas em bacterias. Algumas das primeiras protefnas 
humanas produzidas em microrganismos foram o fator 
VIII da coagulagao sangufnea (ausente em individuos 
com um tipo de hemofilia), o ativador do plasminoge- 
nio (uma protefna que dissolve os coagulos sangufneos) 
e o hormonio do crescimento humano (uma protefna 
deficiente em alguns tipos de nanismo). Analisemos, por 
exemplo, a sfntese de hormonio do crescimento humano (hGH) 
em E. coli. O hGH, necessario para o crescimento normal, 


e uma cadeia polipeptfdica simples de 191 aminoacidos. 
Ao contrario da insulina, os hormonios de crescimento 
sufno e bovino sao inativos em seres humanos. Somen- 
te os hormonios de crescimento humano ou de prima- 
tas proximos sao ativos em seres humanos. Assim, antes 
de 1985, a principal ionte de hormonio do crescimento 
adequada para tratamento de seres humanos eram os ca- 
daveres humanos. Para obter expressao em E. coli, a se- 
quencia codificadora do hGH tern de ser controlada por 
elementos reguladores de E. coli Portanto, a sequencia 
codificadora de hGH foi ligada as sequencias promotoras 
e de ligagao de ribossomos do operon lac de E. coli (um 
conjunto de genes codificadores de protefnas necessarias 
para o crescimento na presenga do agucar lactose; veja o 
Capftulo 18). Para isso, um sftio de clivagem Hae III na 
trinca de pares de nucleotfdios que especifica o codon 
24 do hGH foi usado para fundir uma sequencia de DNA 
sintetica codificadora dos aminoacidos 1 a 23 a uma se¬ 
quencia parcial de cDNA codificadora dos aminoacidos 
24 a 191. Depois, essa unidade foi inserida em um plas- 
mfdio que tinha os sinais reguladores lac e introduzida 
em E. coli por transformagao. A Figura 16.15 mostra a es- 
trutura do primeiro plasmfdio usado para produzir hGH 
em E. coli. 

O hGH produzido em E. coli nesses primeiros expe- 
rimentos continha metionina na terminagao amino (a 
metionina especificada pelo codon iniciador ATG). O 
hGH nativo tern uma fenilalanina aminoterminal: inicial- 
mente ha uma metionina, mas que depois e removida 
por enzimas. A E. coli tambem remove muitos resfduos 
metionina aminoterminais apos a tradugao. No entanto, 
a excisao da metionina terminal depende da sequencia, 
e as celulas de E. coli nao excisam o resfduo metionina 
aminoterminal do hGH. Todavia, o hGH sintetizado em 
E. coli e totalmente ativo em seres humanos apesar do 
aminoacido extra. Mais recentemente, uma sequencia 
de DNA codificadora de um peptfdio sinalizador (a se¬ 
quencia de aminoacidos necessaria para transporte de 
protefnas atraves das membranas) foi acrescentada a 
uma construgao do gene HGH semelhante ao mostrado 
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■ FIGURA 16 15 Estrutura do primeiro vetor usado para produzir hormonio do crescimento humano (hGH) em f. coli. O gene amp r provoca 
resistencia a ampicilina; oh e a origem de repLicagao do plasmfdio. Os aminoaddos sao numerados ate 191 a partirda terminagao amino. 


na Figura 16.15. Depois do acrescimo da sequencia sina- 
lizadora, o hGH e secretado e corretamente processado; 
ou seja, o residuo metionina e removido com o restante 
do peptfdio sinalizador durante o transporte do produto 
primario da tradugao atraves da membrana. Esse produ¬ 
to e identico ao hGH nativo. Em 1985, o hGH tornou-se 
o segundo produto farmaceutico de engenharia geneti- 
ca aprovado para uso em seres humanos pela Food and 
Drug Administration norte-americana. A insulina huma- 
na produzida em E. coli havia sido aprovada para uso por 
diabetic os em 1982. 

PROTEl'NAS COM APLICACAO INDUSTRIAL 

Algumas enzimas com importantes aplicagoes indus- 
triais vem sendo produzidas por muitos anos, com o uso 
de microrganismos para sintetiza-las. Por exemplo, pro¬ 
teases sao produzidas por Bacillus licheniformis e outras 
bacterias. Essas proteases sao amplamente empregadas 
como aditivos de limpeza em detergentes e, em menor 


quantidade, como amaciantes de carne e como auxilia- 
res da digestao em ragoes para animais. As amilases sao 
usadas em larga escala para quebrar carboidratos com- 
plexos, como o amido, em glicose. Depois, a glicose e 
convertida em Irutose pela enzima glicose isomerase, e 
essa frutose e usada como adogante de alimentos. As 
amilases e a glicose isomerase sao produzidas por pro¬ 
cesses microbiologicos. 

A proteina renina e usada na fabricagao de queijos. 
Antes do advento da engenharia genetica, a renina era 
extraida da quarta camara do estomago de boi. Atual- 
mente, bacterias modificadas por engenharia genetica 
sao usadas para a produgao comercial de renina. Esses 
exemplos sao todos de protemas que tiveram importan¬ 
tes aplicagoes industrials durante algum tempo. No fu- 
turo, podemos esperar que muitas outras enzimas sejam 
produzidas e usadas em aplicagoes industrials por causa 
da facilidade de produzir essas protefnas por microrga¬ 
nismos recombinantes (ou por vegetais e animais trans- 
genicos; ver proxima segao). 


PONTOS ESSENCIAIS • Pwtemas uteis que so eram isoladas de eucariotos em pequena quantidade e a urn custo 

elevado agora podem ser produzidas em grande quantidade em bacterias modificadas por 
engenharia genetica 

• Protemas como a insulina humana e o hormonio do crescimento humano saofdrmacos uteis 
no tratamento do diabetes e do nanismo hipofisdrio, respectivamente. 









Capitulo 16 | Aplicagoes da Genetica Molecular 461 


Animais e vegetais transgenicos 


Genes sinteticos, modificados ou outros genes exogenos 
podem ser introduzidos em animais e vegetais, e os orga- 
nismos transgenicos resultantes podem ser usados para 
estudar as fungoes dos genes, por exemplo, por mutage- 
nese insercional, para criar novos produtos ou para servir 
de modelos animais para estudos de doengas humanas 
hereditarias. 

Embora escape a finalidade deste livro a analise comple- 
ta dos metodos usados para produzir animais e vegetais 
transgenicos, examinemos alguns procedimentos comuns 
e algumas aplicagoes iniciais das tecnologias de recombi- 
nagao do DNA no melhoramento de animais e vegetais. 

ANIMAIS TRANSGENICOS | 
MICROINJECAO DE DNA EM OVOS 
FERTILIZADOS ETRANSFECCAO DE 
CtLULAS-TRONCO EMBRIONARIAS 

Muitos animais diferentes foram modificados pela in- 
trodugao de DNA exogeno. O camundongo, porem, foi 
mais estudado que qualquer outro vertebrado, e nos li- 
mitaremos a analise das tecnicas usadas para produzir 
animais transgenicos aquelas usadas em camundongos. 
Existem dois metodos gerais de inserir transgenes em 
cromossomos de camundongo. Um requer a injegao de 
DNA em ovocitos fertilizados ou embrioes e o outro, a 
transfecgao de celulas-tronco embrionarias em cultura. 

Os primeiros camundongos transgenicos foram pro- 
duzidos por micro injegao de DNA em ovocitos fertili¬ 
zados. Na verdade, esse procedimento foi usado quase 
exclusivamente para produzir porcos, carneiros, bois e 
outros animais domesticos transgenicos. Antes da mi- 
croinjegao de DNA, os ovocitos sao removidos cirurgica- 
mente da mae e fertilizados in vitro. O DNA e microinjeta- 
do no pronucleo masculino (o nucleo haploide oriundo 
do espermatozoide, antes da fusao nuclear) do ovocito 
fertilizado atraves de uma agulha de vidro de ponta mui- 
to fina (Figura 16.16). Em geral, injetam-se varias cente- 
nas a varios milhares de copias do gene de interesse em 
cada ovocito, e com frequencia ocorrem multiplas inte- 
gragoes. Ao contrario do esperado, quando multiplas co¬ 
pias se integram ao genoma, geralmente isso ocorre em 
arranjos com encadeamento cabega-cauda em um unico 
sitio cromossomico. A integragao das moleculas de DNA 
injetadas parece ocorrer em sftios aleatorios no genoma. 

Como o DNA e injetado no ovocito fertilizado, a in¬ 
tegragao das moleculas de DNA injetadas geralmente 
ocorre no imcio do desenvolvimento embrionario. Logo, 
algumas celulas da linhagem germinativa podem ter o 
transgene. Como seria esperado, os animais desenvolvi- 
dos a partir dos ovocitos injetados — denominados geragao 
G - sao quase sempre mosaicos geneticos; algumas ce¬ 
lulas somaticas tern o transgene e outras, nao. E preciso 
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■ FIGURA 16.16 Produgao de camundongos transgenicos por injegao 
de DNA em ovocitos, que sao implantados em femeas para completar 
seu desenvolvimento. 


cruzar os animais transgenicos iniciais (G ) e produzir a 
prole G l para obter animais nos quais todas as celulas te- 
nham o transgene. Na maioria dos casos em que a heran- 
ga foi estudada, os transgenes foram transmitidos para a 
prole de maneira estavel. 

O outro procedimento atualmente usado em larga es- 
cala para produzir camundongos transgenicos depende 
da injegao ou transfecgao de DNA em grandes popula- 
goes de celulas cultivadas derivadas de embrioes de ca¬ 
mundongo muitojovens (Figura 16.17). Essas celulas-tronco 
embrionarias (ou CTE) provem da massa celular interna, 
um grupo de celulas encontrado no estagio de blastula 
de embrioes de camundongo. Essas celulas podem ser 
cultivadas in vitro, transfectadas ou injetadas com DNA e, 
depois, introduzidas em outros embrioes de camundon¬ 
go em desenvolvimento. Algumas das GTE introduzidas 
podem acidentalmente contribuir para a formagao de 
tecidos adultos; ao nascer, o camundongo e constituido 
de uma mistura de dois tipos de celulas, suas proprias ce¬ 
lulas e as celulas derivadas das CTE cultivadas (e possivel- 
mente transfectadas). Esses camundongos sao denomi¬ 
nados quimeras. Se as CTE contribuirem para a linhagem 
germinativa da quimera, ha uma chance de que o DNA 
estranho introduzido seja transmitido para a proxima 
geragao. Portanto, a reprodugao endogamica de um ca¬ 
mundongo quimerico pode criar uma cepa transgenica. 

Os camundongos trangenicos sao produzidos rotinei- 
ramente em laboratories do mundo todo, ja tendo sido 
criadas milhares de linhagens transgenicas. Eles prove em 
instrum entos uteis para o estudo da expressao genica em 
mamiferos e um excelente sistema-modelo para testar 
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■ FICURA 16.17 A produgao de camundongos transgenicos por tec- 
notogia de ceiulas-tronco embrionarias (CTE). 


os varios veto res de transferencia de genes e as metodo- 
logias para possfvel uso em seres humanos. Na maioria 
dos casos, os transgenes apresentam padroes normals de 
heranga, indicando que foram integrados ao genoma do 
hospedeiro. Nos apresentamos uma importante aplica- 
gao dessa tecnologia na segao Mutagoes knockout em ca¬ 
mundongo, adiante neste capftulo. 

Um dos primeiros experimentos com camundongos 
transgenicos mostrou que a velocidade de crescimento 
poderia ser aumentada pela expressao de genes de hor¬ 
monio do crescimento de ratos, bois ou seres humanos 
em camundongos (Figura 16.18). Isso levou os melhoristas 
de animais a questionar se a introdugao de (1) copias adi- 
cionais do gene do hormonio do crescimento homologo 
(da mesma especie) ou (2) copias de genes heterologos 
do hormonio do crescimento de especies aparentadas 
poderiam estimular o crescimento dos animais domes- 
ticos. Assim, os cientistas especializados em animais in- 
troduziram transgenes do hormonio do crescimento em 
porcos, peixes e galinhas com o objetivo de estimular o 
crescimento. 

Outro uso possivelmente importante de animais trans¬ 
genicos e a produgao e a secregao de protemas uteis do 



■ FIGURA 16.18 O camundongo transgenico a esquerda, que tem um 
gene quimerico do hormonio do crescimento, tem aproximadamente 
o dobro do tamanho do camundongo-controle a direita. 


leite. Muitas protemas humanas nativas contem grupos 
laterais de carboidratos ou lipfdios que sao acrescentados 
apos a tradugao. As bacterias nao contem as enzimas que 
catalisam o acrescimo dessas porgoes as protemas nas- 
centes. Nesses casos, nao e possfvel usar bacterias recom- 
binantes para sintetizar o produto final; elas sintetizarao 
o polipeptfdio apenas em sua forma nao modificada. Por 
esse motivo, alguns pesquisadores tem explorado outros 
metodos de produgao de protemas humanas uteis, sobre- 
tudo glicoprotefnas e lipoprotefnas. Na verdade, as celu- 
las de camundongo e hamster em cultura sao comumente 
usadas para a produgao de protemas humanas com apli- 
cagao medicinal. 

VECETAIS TRANSGENICOS | 

O PLASMIDIO Tl DE 
AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 

Os melhoristas de vegetais modificaram as plantas gene- 
ticamente durante decadas. Hoje, porem, podem modifi- 
car diretamente o DNA das plantas e rapidamente acres- 
centar genes de outras especies aos genomas vegetais por 
tecnicas de recombinagao do DNA. Na verdade, os vege¬ 
tais transgenicos podem ser produzidos por varios proce- 
dimentos diferentes. Um procedimento usado em larga 
escala, conhecido como bombardeamento com microprojeteis, 
e feito por disparo de partfculas de tungstenio ou de 
ouro revestidas de DNA para dentro das celulas vegetais. 
Outro procedimento, conhecido como eletroporagao, usa 
um pulso breve de eletricidade para introduzir o DNA 
nas celulas. No entanto, o metodo mais usado para a cria- 
gao de vegetais transgenicos, ao menos em dicotiledo- 
neas, e a transformagao mediada por Agrobacterium tumefadens. 
A A. tumefadens e uma bacteria do solo que desenvolveu 
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um sistema de engenharia genetica natural; contem um 
segmento de DNA que e transferido da bacteria para as 
celulas vegetais. 

Uma caracterfstica importante das celulas vegetais e 
sua totipotencia — isto e, a capacidade que tem uma uni- 
ca celula de produzir todas as celulas diferenciadas do 
vegetal maduro. Muitas celulas vegetais diferenciadas 
sao capazes de sofrer desdiferenciagao ate o estado em- 
brionario e subsequente rediferenciagao em novos tipos 
celulares. Assim, nao ha separagao entre celulas da linha- 
gem germinativa e celulas somaticas como em animals 
superiores. Essa totipotencia das celulas vegetais e uma 
importante vantagem para a engenharia genetica porque 
permite a regeneragao de plantas inteiras a partir de ce¬ 
lulas somaticas modificadas individuais. 

A A. tumefaciens e o agente causador da doenga ga- 
lha-da-coroa de plantas dicotiledoneas. O nome refere-se 
as galhas ou tumores que surgem com frequencia na co- 
roa (jungao entre a raiz e o caule) de vegetais infectados. 
Como a coroa da planta geralmente esta localizada na 
superficie do solo, esse e o local de maior probabilidade 
de lesao da planta (p. ex., por abrasao do solo quando a 
planta e balangada por um vento forte) e infecgao por 
uma bacteria do solo como a A. tumefaciens. Apos a infec¬ 
gao de uma lesao por A. tumefaciens, ocorrem dois eventos 
principals: (1) as celulas vegetais comegam a proliferar e 
iormar tumores e (2) comegam a sintetizar um deriva- 
do da arginina denominado opina. A opina sintetizada 
geralmente e a nopalina ou a octopina, dependendo da 
linhagem de A. tumefaciens. Essas opinas sao catabolisadas 
e usadas como fontes de energia pelas bacterias infeccio- 
sas. As linhagens de A. tumefaciens que induzem a smtese 
de nopalina podem crescer em meio com nopalina, mas 
nao com octopina, e vice-versa. E claro que se desen- 
volveu uma inter-relagao interessante entre cepas de A. 
tumefaciens e os vegetais hospedeiros. A A. tumefaciens e 
capaz de desviar os reeursos metabolicos do vegetal hos- 
pedeiro para a smtese de opinas, que nao proporcionam 
benelicio aparente para o vegetal, mas propiciam a sub¬ 
sistence da bacteria. 

A capacidade de A. tumefaciens de induzir a galha- 
-da-coroa em vegetais e controlada por informagoes ge¬ 
ne ticas presen tes em um grande plasm fdio (cerca de 
200.000 pares de nucleotidios) denominado plasmfdio Ti 
em razao de sua capacidade de induzir tumores (do in¬ 
gles, Zumor-ihducing). Dois componentes do plasmfdio 
Ti, o T-DNA e a regiao vir, sao essenciais para a transfor- 
magao de celulas vegetais. Durante o processo de trans- 
formagao, o T-DNA (do ingles, Transferred DNA, DNA 
transferido) e excisado do plasmfdio Ti, transferido para 
uma celula vegetal e integrado (inserido de modo cova- 
lente) no DNA da celula vegetal. Os dados disponfveis 
indicam que a integragao do T-DNA ocorre em sftios 
cromossomicos aleatorios; alem disso, em alguns casos, 
ocorrem varios eventos de integragao do T-DNA na mes- 
ma celula. Em plasmfdios Ti do tipo nopalina que anali- 
saremos, o T-DNA e um segmento com 23.000 pares de 
nucleotidios e 13 genes conhecidos. 


A Figura 16.19 mostra a estrutura de um plasmfdio Ti 
nopalina tfpico. Alguns genes no segmento de T-DNA do 
plasmfdio Ti codificam enzimas catalisadoras da smtese 
de fito-hormonios (a auxina acido indoleacetico e a cito- 
cinina isopentenil-adenosina). Esses fito-hormonios sao 
responsaveis por tumores celulares na galha-da-coroa. A 
regiao do T-DNA e limitada por repetigoes imperfeitas 
de 25 pares de nucleotidios, um dos quais tem de estar 
presente em cis para excisao e transferencia do T-DNA. 
A delegao da sequencia da margem direita bloqueia to- 
talmente a transferencia de T-DNA para celulas vegetais. 

A regiao vir (de virulencia) do plasmfdio Ti contem 
os genes necessarios para o processo de transferencia de 
T-DNA. Esses genes codificam as enzimas de processa- 
mento do DNA necessarias para excisao, transferencia e 
integragao do segmento de T-DNA durante o processo 
de transformagao. Os genes vir podem suprir as fungoes 
necessarias para transferencia de T-DNA quando locali- 
zados em posigao cis ou trans em relagao ao T-DNA. Eles 
sao expressos em nfveis muito baixos em celulas de A. 
tumefaciens cultivadas no solo. No entanto, a exposigao 
das bacterias as celulas vegetais lesadas ou a exsudatos de 
celulas vegetais aumenta os nfveis de expressao dos genes 
vir. Esse processo de indugao e muito lento nas bacterias, 
levando 10 a 15 h ate alcangar nfveis maximos de expres¬ 
sao. Substancias fenolicas como acetossiringona sao indu- 
toras dos genes vir, e com frequencia e possfvel aumentar 
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■ FIGURA 16,19 Estrutura do plasmfdioTi nopalina pTi C58, mostran- 
do componentes selecionados. O plasmfdioTi tem 210 kb. Os sfmbo- 
los usados sao: ori, origem de replicagao; Turn, genes responsaveis pela 
formagao de tumor; Nos ,genes implicados na biossfntese de nopalina; 
Noc, genes implicados no catabolismo da nopalina; vir, genes de viru¬ 
lencia necessarios para transferencia de T-DNA. As sequences de pa¬ 
res de nucleotfdio da esquerda e as repetigoes terminais da direita sao 
mostradas na parte superior; os asteriscos marcam os quatro pares de 
bases diferentes nas duas sequences da margem. 
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■ FiGURA 16.2( Transformagao de celulas vegetais por Agrobacterium tumefaciens que abriga um plasmidio Ti selvagem. As celulas vegetais no 
tumor contem o segmento T-DNA do plasmidio Ti integrado ao DNA cromossomico. 


as taxas de transformagao por acrescimo desses indutores 
as celulas vegetais inoculadas com Agrobacterium. A Figu- 
ra 16.20 mostra o mecanismo de transformagao de celulas 
vegetais pelo plasmidio Ti de A. tumefaciens. 

Uma vez estabelecido que aregiao T-DNAdo plasmidio 
Ti de A. tumefaciens era transferida para celulas vegetais 
e integrada aos cromossomos vegetais, o possivel uso de 
Agrobacterium em engenharia genetica vegetal tornou-se 
obvio. Genes exogenos poderiam ser inseridos no T-DNA 
e transferidos para o vegetal com o restante do T-DNA. 
Esse procedimento e muito eficaz nas modificagoes do 
plasmidio Ti como a delegao dos genes responsaveis pelo 
surgimento do tumor, a adigao de um marcador selecio¬ 
navel e a adigao de elementos reguladores apropriados. 

O gene kan r do transposon Tn5 de E. coli foi ampla- 
mente usado como marcador selecionavel em vegetais; 
ele codifica a enzima neomicina fosfotransferase tipo II 
(NPTII). NPTII e uma das varias enzimas procarioticas 
que desintoxicam a famflia canamicina de antibioticos 
aminoglicosfdios por fosforilagao. Como as sequencias 
promotoras e os sinais de termino da transcrigao sao dife- 
rentes em bacterias e vegetais, o gene kan' Tn5 nativo nao 
pode ser usado em vegetais. Em vez disso, a sequencia 
codificadora de NPTII tem de ser fornecida com um pro¬ 
motor vegetal (posigao 5' em relagao a sequencia codi¬ 
ficadora) e sinais de termino e poliadenilagao vegetais 
(posigao 3' em relagao a sequencia codificadora). Essas 
construgoes com sequencias codificadoras procarioticas 


flanqueadas por sequencias reguladoras eucarioticas sao 
denominadas genes marcadores selecionaveis quimericos. 

Sequencias reguladoras de varios genes vegetais di- 
ferentes foram usadas para construir genes marcadores 
quimericos. Um gene marcador selecionavel quimerico 
amplamente usado contem o promotor do virus do mo- 
saico da couve-flor (CaMV) 35S (tamanho do transcrito), 
a sequencia codificadora NPTII e a sequencia de termino 
da nopalina sintase de Ti (nos); esse gene quimerico ge- 
ralmente e indicado pelo sfmbolo 35S/NPTII/ nos. Os ve¬ 
to res Ti usados para transferir genes para vegetais tem os 
genes indu to res de tumor do plasmidio substituidos por 
um gene marcador selecionavel quimerico como 35S/ 
NPTII/ nos. Um grande numero de sofisticados vetores 
de transference de gene de plasmidio Ti agora e usado 
rotineiramente para transferir genes para os vegetais. 

Os novos e eficazes instrumentos que possibilitam a 
produgao de vegetais e animals transgenic os com relativa 
facilidade pelos melhoristas tem uma vasta diversidade 
de aplicagoes. No Capftulo 1, analisamos a produgao de 
milho resistente ao ataque da broca-do-milho. Os trans¬ 
genes mais usados sao aqueles que produzem resistencia 
a herbicidas em culturas. O desenvolvimento desses e de 
outros vegetais e animais geneticamente modificados fez 
surgir du vidas sob re sua seguranga. Na verdade, a segu- 
ranga das culturas e de outros alimentos geneticamente 
modificados (GM) e uma grande preocupagao em alguns 
paises. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


Atualmente e possivel introduzir sequencias de DNA de interesse na maioria das especies de 
vegetais e animais 

Os organismos transgenicos resultantes constituem recursos uteis para estudar a Jun^ao genica 
e os processos biologicos 

O plasmidio Ti de Agrobacterium tumefaciens e um metodo importante de transferencia de 
genes para os vegetais. 
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Genetica reversa | Analise de processos biologicos por 
inibigao da expressao genica _ 


Os metodos de genetica reversa empregam sequences 
nucleotidicas conhecidas para planejar procedimentos 
para inibir a expressao de genes especfficos. 

A explosao de novas inf ormagoes na area da biologia du¬ 
rante o seculo 20 ocorreu, em parte, por causa da aplica- 
gao de metodos geneticos a dissecgao de processos biolo¬ 
gicos (Capitulo 13). O metodo genetico classico eraiden- 
tificar organismos com fenotipo anormal e caracterizar 
os genes mutantes responsaveis por esses fenotipos. Em 
seguida, To ram feitos estudos molecular es comparativos 
em organismos mutantes e selvage ns para determinar os 
efeitos das mutagoes. Esses estudos identificaram genes 
codificadores de produtos implicados nos processos bio¬ 
logicos em investigagao. Em alguns casos, os resultados 
desses estudos possibilitaram que os biologos determi- 
nassem a sequencia precisa de eventos ou a via pela qual 
ocorre um processo. A via completa de morfogenese no 
bacteriofago T4 (ver Figura 13.20) possibilitou a docu- 
mentagao precoce da eficiencia da tecnica de analise mu- 
tacional. 

Durante as ultimas decadas, identificaram-se as se¬ 
quencias nucleotidicas de genomas completos. Hoje, 
muitas vezes conhecemos a sequencia nucleotfdica de 
um gene antes de conhecermos sua fungao. Esse co- 
nhecimento levou a novos metodos de analise genetica 
de processos biologicos, coletivamente denominados 
genetica reversa. As tecnicas de genetica reversa us am as 
sequencias nucleotidicas dos genes para criar procedi¬ 
mentos de isolamento de mutagoes nulas nos genes ou 
bloquear sua expressao. Com frequencia, e possivel de- 
duzir a fungao de um gene especffico pelo estudo de 
organismos que nao tern nenhum produto funcional do 
gene. Nas demais segoes deste capitulo, examinaremos 
tres importantes tecnicas de genetica reversa: insergoes 
de DNA exogeno com produgao de mutagoes knockout 
em camundongos; insergoes de T-DNA e transposon em 
vegetais; e interferencia por RNA. 

MUTACOES KNOCKOUT 
EM CAMUNDONCO 

Em uma segao anterior deste capitulo analisamos os pro¬ 
cedimentos usados para gerar camundongos transgeni- 
cos (ver Figuras 16.16 e 16.17). Normalmente, os trans¬ 
genes sao inseridos em sftios aleatorios do genoma. No 
entanto, se o DNA injetado ou transfectado contiver uma 
sequencia homologa a uma sequencia no genoma do 
camundongo, eventualmente sera inserido naquela se¬ 
quencia por recombinagao homologa. A insergao desse 
DNA exogeno em um gene causa a desorganizagao ou 
knockout da fungao do gene, assim como a insergao de 
um elemento genetico transponfvel (ver Figura 13.13). 


Na verdade, esse metodo foi usado para gerar mutagoes 
knockout em centenas de genes de camundongo. 

A primeira etapa na produgao de camundongos com 
mutagao knockout de um gene de interesse e construir um 
vetor direcionado para o gene, um vetor que pode sofrer 
recombinagao homologa com uma das copias cromosso- 
micas do gene e, assim, inserir DNA exogeno no gene e 
perturbar sua fungao. Um gene (net/) que confere resis- 
tencia ao antibiotico neomicina e inserido em uma copia 
clonada do gene de interesse e causa sua divisao em duas 
partes e inativagao (Figura 16.21, etapa 1). A presenga do 
gene neo r no vetor torna possivel o uso de neomicina para 
eliminar celulas que nao tenham uma copia integrada do 
vetor especffico para o gene ou o gene neo'. Os segmentos 
do gene preservados de cada lado do gene neo r inserido 
constituent sftios de homologia para recombinagao com 
copias cromossomicas do gene. O gene timidinoquina- 
se (tk? sv ) do virus herpes simplex e inserido no vetor de 
clonagem (Figura 16.21, etapa 2) para uso subsequente 
na eliminagao de celulas de camundongo transgenico 
resultantes da integragao aleatoria do vetor. A timidino- 
quinase do virus herpes simplex (HSV) fosforila o farmaco 
ganciclovir, e, quando incorporado ao DNA, esse analo- 
go de nucleotfdio fosforilado destroi a celula hospedeira. 
Na ausencia da timidinoquinase do HSV, o ganciclovir e 
inofensivo para a celula hospedeira. 

A proxima etapa e a transfecgao de celulas-tronco 
embrionarias (CTE) (de camundongos de pelagem es- 
cura) de cultura com copias lineares do vetor direciona¬ 
do para o gene (Figura 16.21, etapa 3), seguida de pla- 
queamento em meio contendo neomicina e ganciclovir 
(Figura 16.21, etapa 4). Tres processos diferentes ocor- 
rem nas CTE transfectadas. (1) Pode haver recombina¬ 
gao homologa entre as sequencias divididas do gene no 
vetor e uma copia cromossomica do gene, inserindo o 
gene neo r no gene cromossomico e perturbando sua fun¬ 
gao. Quando isso acontece, o gene tkF sv nao e inserido 
no cromossomo. Assim, essas celulas serao resistentes a 
neomicina, mas nao sensfveis ao ganciclovir. (2) O vetor 
direcionado para o gene pode integrar-se aleatoriamente 
no cromossomo do hospedeira. Quando isso acontece, o 
cromossomo tera tanto o gene neo’ quanto o gene tk? sv . 
Essas celulas serao resistentes a neomicina, mas destruf- 
das pelo ganciclovir. (3) Pode nao haver recombinagao 
entre o vetor direcionado para o gene e o cromossomo 
e, portanto, nenhum tipo de integragao. Nesse caso, as 
celulas serao destrufdas por neomicina. Assim, apenas 
as CTE com a mutagao knockout produzida pela insergao 
do gene neo r no gene de interesse no cromossomo sera 
capaz de crescer em meio que contenha neomicina e 
ganciclovir. 

As CTE selecionadas contendo a mutagao knockout sao 
injetadas em blastocistos de pais de pelagem clara, e os 
blastocistos sao implantados em f'emeas de pelagem cla- 


466 Fundamentos de Cenetica 




fflf Insercao do geneo neo r no gene elonado de interesse. 


neo f 


Gene de interesse 


Segmentos 
de gene 


Segmentos divididos de gene 


neo' 


/ 


/ 


/ 


/ 


/ 


/ 


tk H5V 


/ 


/ 


/ 



. aA/> 
l 


Q Acrescimo do gene da timidinoquinase do 
virus herpes simplex (tk HSV ) ao vetor 
direcionado para o gene. 



Vetor direcionado para o gene circular 




Y 


Q Transfeccao de celulas-tronco embrionarias 
(GTE) cultivadas com uma forma 
linearizada do vetor direcionado para o gene, 


Tres resultados possfveis 


Jv 


1. integracao por recombinacao homologa 


2. Integracao aleatoria 


3. Ausencia de integracao 



t 

neo r 


\ / 

Gene rompido 


Colonia de CTE 
contendo mutacao 

r 

knoctout do gene 
de interesse 


o 



Cel u! as 

destruidas 

por 

ganciclovir 


Injecao das CTE transgenicas 
em urn blastocisto e geracao / 
de camundongos transgenicos/ 
pelo procedimento ilustrado / 
na Figura 16.17. f 




\ 


neo 1 


tk HSV 


\ 


am. 



o Plaqueamento de CTE transfectadas em meio 
contendo neomicina e ganciclovir 
seguida por incubacao. 

Celulas destruidas por neomicina 


Camundongo transgenico com 
a mutacao knockout 

■ FIGURA 16.21 Geragao de mutagoes knockout no camundongo por recombinagao homoLoga entre vetores direcionados para o gene e genes 
cromossomicos em celutas-tronco embrionarias (CTE) transfectadas. A Figura 16.17 ilustra o procedimento usado para produzir camundongos 
transgenicos a partir de CTE transgenicas em cuitura. O gene neo r confere as celuias do camundongo resistencia contra o antibidtico neomicina, 
e o gene tk llsv as torna sensiveis ao analogo de nucleotidio ganciclovir. Veja mais detaihes no texto. 
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ra (Figura 16.17). Alguns filhotes serao quimericos com 
manchas claras e escuras na pelagem. A prole quimerica 
e cruzada com camundongos de pelagem clara, e qual- 
quer filhote de pelagem escura nascido desse cruzamen- 
to e examinado para pesquisa da mutagao knockout. Na 
ultima etapa, os filhotes de ambos os sexos que tern a mu- 
tagao knockout sao cruzados para produzir prole homozi- 
gota para a mutagao. Dependendo da fungao do gene, a 
prole homozigota pode ter fenotipo normal ou anormal. 
Na verdade, se o produto do gene for essencial no inicio 
do desenvolvimento, a homozigosidade para a mutagao 
knockout sera letal durante o desenvolvimento embriona- 
rio. Em outros casos, por exemplo, quando existem genes 
relacionados cujas fun goes sao identicas ou superpostas, 
os camundongos homozigotos para a mutagao knockout 
podem ter fenotipo selvagem, e sera preciso usar PCR ou 
Southern blot para pesquisar a mutagao knockout. 

Os camundongos knockout foram usados para estudar 
uma grande variedade de processos em maimferos, entre 
eles o desenvolvimento, a fisiologia, a neurobiologia e a 
imunologia. Os camundongos knockout serviram como 
sistema-modelo para o estudo de muitos disturbios here- 
ditarios humanos, desde a anemia falciforme e cardiopa- 
tias ate muitos tip os diferentes de cancer. 

Em vista da utilidade dos camundongos knockout para 
estudos de processos relacionados com a saude humana, 
o National Institutes of Health iniciou o Knockout Mouse 
Project em 2006 com o objetivo de produzir mutagoes 
knockout no maior n timer o possivel de genes de camun- 
dongo. Depois, esse projeto foi expandido para o North 
American Conditional Mouse Mutagenesis Project e atua 
em conjunto com o European Conditional Mouse Muta¬ 
genesis Project para produzir no mi'nimo uma mutagao 
knockout em cada um dos mais de 20.000 genes no ge- 
noma do camundongo. Todas as linhagens knockout pro- 
duzidas por esse esforgo conjunto estao sendo postas a 
disposigao de pesquisadores do mundo todo. 

INSERCOES DET-DNA E TRANSP6SONS 

Em uma segao anterior deste capitulo, vimos como o 
segmento de T-DNA do plasmidio Ti de Agrobacterium 
tumefaciens e transferido para celulas vegetais e inserido 
nos cromossomos do vegetal (Figura 16.20). Quando in¬ 
serido em um gene, o T-DNA interrompe a fungao desse 
gene. Os transposons sao elementos geneticos capazes 
de passar de um local a outro no genoma (Capitulo 17). 
Assim como o T-DNA do plasmidio Ti, um transposon 
interrompe a fungao de um gene no qual se insere (ver 
Figura 13.13). Assim, T-DNA e transposons sao instru- 
mentos eficientes para analise genetica reversa. Nos dois 
casos, o elemento genetico e usado para realizar mutage- 
nese insercional - a indugao de mutagoes nulas (com fre- 
quencia denominadas mutagoes knockout) pela insergao 
de DNA exogeno nos genes. A mutagenese insercional 
e praticamente igual, seja feita com o plasmidio Ti, seja 
feita com um transposon. Assim, ilustraremos o uso da 
mutagenese insercional na genetica reversa por analise 


do uso de insergoes de T-DNA para analisar a fungao ge- 
nica do vegetal Arabidopsis thaliana. 

Quando transferido de A. tumefaciens para celulas ve¬ 
getais, o T-DNA integra-se a praticamente todos os com- 
ponentes do genoma; isto e, os T-DNA sao encontrados 
dispersos ao longo de cada um dos cinco cromossomos 
de Arabidopsis. Portanto, se for examinada uma popu- 
lagao suficientemente grande de vegetais Arabidopsis 
transformados, deve ser possivel identihcar insergoes de 
T-DNA em todos os genes dessa especie, aproximada- 
mente 26.000 genes. 

Na verdade, centenas de milhares de insergoes de 
T-DNA foram mapeadas em todo o genoma de Arabidop¬ 
sis, e estoques de sementes contendo essas insergoes sao 
fornecidos, a pedido, pelo Arabidopsis Biological Resour¬ 
ce Center (ABRC) da Ohio State University. Alem disso, 
sementes das linhas de insergao de T-DNA e transposon 
caracterizadas no Versailles Genomic .Resource Center 
(VGRC), na Franga, no Nottingham Arabidopsis Stock 
Centre (NASC), na Alemanha, e no Riken BioResource 
Center, no Japao, tambem estao disponiveis para a comu- 
nidade de pesquisadores de Arabidopsis. Pesquisadores 
do Salk Institute em La Jolla, California, integraram seu 
mapa de insergoes de T-DNA aos mapas de insergoes de 
T-DNA e transposons caracterizados por outros grupos 
de pesquisa. O mapa baseado em sequencia dessas inser¬ 
goes esta disponfvel em http://signal.salk.edu/cgi-bin/ 
tdnaexpress; a Figura 16.22 mostra uma versao abreviada 
de seu mapa da extremidade do cromossomo 1. 

Portanto, se alguem estiver interessado na fungao de 
determinado gene de Arabidopsis, pode pesquisar inser¬ 
goes de T-DNA e transposons nesse gene no site do Salk; 
uma vez identificadas as insergoes, as sementes que tern 
as mutagoes por insergao desejadas podem ser solicitadas 
on-line. Essas grandes colegoes de mutagoes por insergao 
mostraram ser recursos inestimaveis para estudos da fun¬ 
gao genica nesse modelo vegetal. 

INTERFERENCIA POR RNA 

Embora seus efeitos tenham sido observados inicialmen- 
te em petunias, a descoberta da terceira tecnica de ge¬ 
netica reversa — interferencia por RNA (RNAi) — geralmente e 
creditada ao trabalho de Andrew Fire, Craig Mello e co- 
legas, publicado em 1998. Na verdade. Fire e Mello com- 
partilharam o Fremio Nobel de 2006 em Fisiologia ou 
Medicina em reconhecimento por esse trabalho. O RNA 
bifilamentar (dsRNA) que eles injetaram em C. elegans 
“interferiu” (ou bloqueou) na expressao de genes con¬ 
tendo a mesma sequencia nucleotidica. Durante a ultima 
decada, a RNAi passou para a vanguarda da biologia mo¬ 
lecular. Agora sabemos que o RNA bifilamentar (dsRNA) 
tem papeis importantes na prevengao de infecgoes virais, 
no combate a expansao de populagoes de elementos ge¬ 
neticos transponiveis e na regulagao da expressao genica 
(Capitulo 19). Na verdade, a RNAi esta nao so na van¬ 
guarda da biologia molecular, mas tem grande potencial 
de uso no combate a doengas humanas. Neste capitulo, 
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■ FIGURA 1622 Mapa de insercoes de T-DNA e transposons na regiao de TO kb na extremidade do cromossomo T em Arabidopsis. As posigoes 
das etiquetas de sequencia flanqueadora (FST) sao mostradas como setas abaixo do cromossomo (quadra azul-escuro). Os dados rnostra- 
dos sao do site SIGnAL (Salk/nstitute Genomic Analysis laboratory), http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress. Os dois genes (AtlgOIOlO e 
At1g01020) nessa regiao do cromossomo 1 tern fungoes desconhecidas.As linhas de insergao de T-DNA e transposon sao do Salk institute (Salk 
T-DNA), Syngenta Arabidopsis /nsertion library (SAIL), colegao alema (GABI-Kat), colegao da University of Wisconsin (Wise), colegao francesa 
(FLAG), colegao do Cold Spring Harbor Laboratory (CSHL), Riken BioResource Center no Japao (Rl KEN),/nstitute of Molecular Agrobiology (IMA) 
em Cingapura, John Innes Centre QIC) e colegao Sas/ratoon (SK). 


porem, concentramo-nos no uso de RNAi como metodo 
de genetica reversa, um metodo para estudo da fungao 
genica e analise dos processos biologicos. 

A RNAi e amplamente usada para silenciar genes — di- 
minuir ou desativar sua expressao — em C. elegans, D. me- 
lanogaster e muitos vegetais. Tern possiveis usos em todas 
as especies, inclusive em seres humanos. A RNAi pode 
ser efetuada de varias formas diferentes. A caracteristica 
comum em todos os experimentos de RNAi e a presenga 
de dsRNA que tern ao menos uma parte da sequencia 
nucleotfdica do gene que se deseja silenciar no organis- 
mo ou nas celulas em estudo. Duas tecnicas diferentes 
sao usadas com frequencia para alcangar esse objetivo. 
Em uma delas, o dsRNA e sintetizado in vitro e microin- 
jetado no organismo (Figura 16.23A). Na segunda tecnica, 
constroi-se um cassete de expressao genica que tern duas 
copias de pelo menos uma parte do gene de interesse em 
orientagoes inversas e e introduzido no organismo por 
transformagao ou transieegao (Figura 16.23B). Quando e 
transcrito, o transgene inserido produz uma molecula de 
RNA que e autocomplementar e forma uma estrutura de 


haste e alga ou “grampo”. Nos dois casos, os dsRNA es- 
timulam o silenciamento genico induzido por RNA. Os 
dsRNA estao, em ultima analise, ligados pelo complexo 
de silenciamento induzido por RNA (RISC), e os mRNA 
correspondentes sintetizados a partir de genes endoge- 
nos sao degradados ou reprimidos na tradugao (veja de- 
talhes no Capitulo 19). 

A RNAi em C. elegans e muito facil; esses pequenos ver¬ 
mes podem receber microinj egoes de dsRNA, ser imer- 
sos em meio contendo o dsRNA ou ser alimentados com 
bacterias sintetizadoras do dsRNA de interesse. Todos os 
tres procedimentos causam silenciamento genico eficaz 
em C. elegans. 

A sequencia de 99% do genoma de C. elegans foi pu- 
blicada em dezembro de 1998. Dentro de 2 anos, grupos 
de pesquisa colaborativa na Gra Bretanha, Alemanha, 
Suiga e Canada haviam usado a RNAi para silenciamen¬ 
to sistematico de mais de 90% dos 2.769 genes previstos 
no cromossomo I e mais de 96% dos 2.300 genes previs¬ 
tos no cromossomo III de C. elegans . Esses estudos ofe- 
re ceram novas informagoes sob re as fungoes de mais de 
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Inicio de RNAi por sintese e injecao 
de dsRNA. 


Inicio da RNAi por introducao de um transgene 
codificador de RNA autocompiementar. 
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■ FIGURA 16.23 Dois procedimentos de inicio da RNAi com RNA bifilamentar (dsRNA). A. Uma molecula de dsRNA que contem uma parte 
da sequencia nucleotidica do gene a ser sitenciado e sintetizada in vitro e injetada no organismo. B. Um cassete de expressao genica com duas 
copias de um segmento do gene em orientates inversas e construido e introduzido no organismo em investigagao- O transcrito de RNA au¬ 
tocompiementar forma um grampo de RNA parcialmente bifilamentar. Nos dois casos, o dsRNA inicia o silenciamento do gene especifico pela 
via do complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), o que resulta na degradacao do mRNA especifico ou na repressao de sua traducao 
(veja detalhes no Capitulo 19). 


400 genes. E claro que a RNAi e uma tecnica eficiente de 
analise dos processos biologicos. A RNAi usa vias naturais 
que participam da regulagao da expressao genica. Nos 
genomas de vegetais e animais existem centenas de genes 
codificadores de microRNA, que formam os dsRNA in vivo. 
Atualmente, conhecemos as fungoes reguladoras de ape- 
nas alguns desses microRNA (Capitulo 19); no entanto, 
as fun goes dos demais microRNA sao objeto de muitas 
pesquisas em andamento. 

E possivel usar a RNAi para inibir a reprodugao de 
virus como o virus da imunodeficiencia humana (HIV) 
ou para diminuir a expressao de oncogenes (genes cau- 


sadores de cancer)? Nao conhecemos a resposta para 
essa pergunta. No entanto, sabemos que o mundo em- 
presarial esta entusiasmado com as possfveis aplicagoes 
terapeuticas da RNAi. Nao so as grandes industrias far- 
maceuticas estao investindo pesadamente em tecnolo- 
gia de RNAi, mas muitas novas empresas foram criadas 
especificamente para explorar a RNAi com fins comer- 
ciais. Resta saber se as tecnologias de RNAi estarao ou 
nao a altura das expectativas. Teste seu conhecimento 
sobre RNAi na segao Resolva! Como a interferencia por 
RNA poderia ser usada no tratamento do linfoma de 
Burkitt? 
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Resolva! 


Como a interference por RNA poderia ser usada no tratamento do linfoma de Burkitt? 

O linfoma de Burkitt e um cancer de leucocitos que ocorre quando uma translocagao desloca o oncogene c-myc (gene causador do 
cancer) no cromossomo 8 para perto de um dos tres complexos genicos (cadeia de anticorpos} da imunoglobulina nos cromossomos 2, 
14 e 22 (Capitulo 21). A consequente justaposigao de c-myc proximo do complexo dos genes de anticorpos altamente expressos causa 
sua superexpressao, o que, por sua vez, provoca divisao celular descontrolada, isto e, cancer. Como a interference por RNA poderia ser 
usada para inibir esse cancer? Elabore um metodo experimental de uso de interference por RNA para tratamento do linfoma de Burkitt. 
Explique os fundamentos de sua proposta e como avatiar sua possivel eficacia. 

Lei a a resposta do problema no site http://gen-io.gmpogen.com.br. 


PONTOS ESSENCIAIS 



procedimentos de isolamento de mutagdes nulas dos genes ou inibir a expressdo genica 

As mutagoes knockout de genes do camundongo podem ser causadas por insergdo de DNA 
exogenos em genes cromossomicos por recombinagdo homologa 

Inserfdes de T-DNA ou transposons sdo uma forma de produzir mutacoes nulas de genes 


* 


A interferencia por RNA - bloqueio da expressdo genica com RNA bifilamentar—pode set 
usada para a n a lisa r p races sos biologic os por inibigdo das fundoes de genes espedficos. 


Exercfcios 

Aplique a analfse genetica basica 


1. Como os polimorfismos do compriinento do flag¬ 
men to de restrigao (RFLP) sao usados na pesquisa 
do gene mutante causador da doenga de Hunting- 
ton (DH)? 

Resposta: As equipes de pesquisa da DII examinaram 
membros de duas grandes famflias a procura de 
ligagao entre o RFLP e o gene I ITT (huntingtin). 
Encontraram um RFLP no cromossomo 4 estreila- 
mente ligado ao gene HTT (recombinagao de 4%). 

2. Uma vez estabelecida a ligagao estreita entre o gene 
HTT e o RFLP no cromossomo 4, qual foi o proxi¬ 
mo passo das equipes de pesquisa na busca do gene 
IITT mutante? 

Resposta: Elas prepararam um mapa de restrigao detalha- 
do dessa regiao (transpondo 500 kb) do cromosso¬ 
mo 4 {Figura 16.1). 

3. Como as equipes de pesquisa identificaram genes 
candidatos na regiao mapeada do cromossomo 4? 

Resposta: Elas usaram clones de cDNA para identificar 
os segmentos codificadores ou exons de genes na 

O 

regiao e para rastreamento de bibliotecas genomi- 
cas a procura de clones superpostos aos exons. Em 
seguida, as sequencias dos cDNA e dos DNA geno- 
micos to ram comparadas para deduzir as estruturas 
exon-fntron de genes na regiao mapeada. 


4. Como as equipes de pesquisa de DM determinaram 
qual dos genes candidatos era o gene IITT? 

Resposta: Elas sequenciaram os genes candidatos de in- 
divtduos com DII e de membros nao afetados de 
suas famflias e pesquisaram anormalidades estrutu- 
rais nos genes de indivfduos afetados. Os resultados 

o 

mostraram que um gene, agora denominado gene 
hunlingtin {IITT), content uma repetigao trinucleo- 
tidica, (CAG)n, que estava presente em 11 a 34 co- 
pias em indivfduos nao afetados e em 42 a mais de 
100 copias em indivfduos afetados. Eles identifica¬ 
ram essa repetigao trinucleotfdica expandida nos 
alelos huntingtin de membros afetados de 72 famf¬ 
lias diferentes, deixando pouca duvida de que hun¬ 
lingtin e o gene responsavel pela DII. 

5. Que utilidade lent para os conselheiros geneticos 
conhecer a sequencia nucleotfdica do gene hun¬ 
tingtin} 

Resposta: O conhecimento da sequencia nucleotfdica do 
gene hunlingtin ofereceu aos conselheiros um teste 
diagnostico simples e preciso para detectar alelos 
mutantes do gene. Iniciadores oligonucleotfdicos 
de sequencias flanqueadoras da regiao de repetigao 
de trinucleotfdio do gene podem ser usados para 
amplificar esse segmento do gene, e o numero de 
repetigoes de trinucleotfdios pode ser determinado 
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por eletroforese em gel de poliacrilamida (Figu- 
ra 16.2). Assim, indivfduos sob risco de transmissao 
do gene mutante podetn ser submetidos ao teste 
para detectar sua presenpa antes de ter filhos. Se 
tun dos pais tiver o gene mutante, pode-se fazer o 
teste em celulas fetais oil ate mesmo em uma unica 


celula de um embriao de oilo celulas pre-implan- 
tapao. Assim, os conselheiros geneticos sao capazes 
de oferecer as famflias em risco informapoes preci- 
sas acerca da presen pa do gene em indivfduos que 
planejam ter filhos, em celulas fetais e ale mesmo 
em embrioes de oilo celulas. 


Autoavaliapao 

Integre diferentes conceitos e tecmcas 


1. A ataxia espinocerebelar (tipo 1) e uma doenpa 
neurologica progressiva com infcio tfpico entre 
idade 30 e 50 anos. A neurodegene rapao e conse- 
quencia da perda seletiva de neuronios especfficos. 
Embora nao se conhepa a causa da morte neuronal 
seletiva, sabe-se que a doenpa e causada pela expan- 
sao de uma repetipao trinucleotfdica GAG, com ale- 
los normals contendo cerca de 28 copias e alelos 
mutantes, 43 a 81 copias do trinucleotfdio. Dadas 
as sequencias nucleotfdicas de cada lado da regiao 
de repetipao, como voce detectaria a regiao da re¬ 
petipao trinucleotfdica expandida responsavel pelo 
tipo 1 de ataxia espinocerebelar? 

Resposta: O teste de DNA para ataxia espinocerebelar 
(tipo 1) seria semelhante ao teste para o alelo hun- 
tingtin descrito na Figura 16.2. Primeiro, seriam 
sintetizados iniciadores de PCR correspondentes 
as sequencias de DNA de cada lado da regiao de 
repetipao GAG. Esses iniciadores seriam usados 
para anvplificar a regiao de repetipao GAG desejada 
do DNA genomico do indivfduo testado por PGR. 
Entao, os tamanhos das regioes de repetipao de 
trinucleotfdios seriam determinados por medida 
do tamanho dos produtos da PGR por eletroforese 
em gel. Qualquer gene com menos de 30 copias da 
repetipao GAG seria considerado um alelo normal, 


ao passo que a presenpa de um gene com 40 copias 
ou mais do trinucleotfdio seria diagnostico de ale- 
los mutantes causadores de ataxia espinocerebelar. 

2 . Suponha que voce acabou de fazer o teste de DNA 
para ataxia espinocerebelar em uma mulher de 
25 anos cuja mae morreu por essa doenpa. Os resul- 
tados foram positivos para a mutapao da ataxia. A 
mullier e seu marido desejam ter filhos biologicos, 
mas nao querent correr o risco de transmitir o gene 
anomalo para eles. Quais sao as oppoes? 

Resposta: As oppoes dependent de suas convicpbes re- 
ligiosas e morais. Uma possibilidade e o uso da 
amniocentese ou biopsia de vilosidades coribnicas 
para obter celulas fetais no infcio da gravidez, fa¬ 
zer o teste de DNA a procura da regiao trinucle¬ 
otfdica expandida responsavel pela ataxia espino¬ 
cerebelar nas celulas fetais e so manter a gravidez 
se o gene anomalo nao estiver preseitte. Outra 
possibilidade e o uso de fertilizapao in vitro. O tes¬ 
te de DNA para ataxia e feito em uma celula do 
pre-embriao de oito celulas, que so e implantado 
se o teste for negativo para o gene anomalo da 
ataxia. A terceira oppao pode estar disponfvel no 
futuro, um metodo eficaz de tratar a doenpa antes 
do infcio da neurodegenerapao, talvez por terapia 
de substituipao genica. 



Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 



16.1 O que sao ilhas de GpG? Qual e sua utilidade na 
clonagem posicional dos genes humanos? 

16.2 Por q tie o gene mutante causador da doenpa de 
Huntington e denominado huntingtin ? Por que 
esse gene pode ser renonteado no futuro? 

16.3 G onto se utilizou a sequencia nucleotfdica do gene 
CF para obter informapoes sobre a estrutura e a 
funpao de seu produto genico? 

16.4 Como a caracterizapao do gene CF e de seu pro¬ 
duto poderia levar ao tratamento da fibrose cfstica 
por terapia genica de celulas somaticas? Que obs- 


taculos tern de ser superatios antes que seja possf- 
vel o tratamento eficaz da fibrose cfstica por tera¬ 
pia genica? 

16.5 A dislrofia miotonica (DM), que ocorre em cerca 
de 1 em 8.000 indivfduos, e a forma mais comum 
distrofia muscular em adultos. A doettpa, caracteri- 
zada por degene rapao muscular progressiva, e cau¬ 
sada por um gene mutante dominante que con¬ 
tent uma regiao de repetipao GAG expandida. Os 
alelos selvagens do gene MD content 5 a 30 copias 
do trinucleotfdio. Os alelos MD mutantes content 
50 a mais de 2.000 copias da repetipao GAG. A se- 


472 Fundamentos de Genetica 


quencia nucleotidica completa do gene MD esta 
disponrvel. Elabore um teste diagnostico para o 
gene mutante responsavel pela distrofia miotoni- 
ca que possa ser feito usando DNA genomico de 
recem-nascidos, celulas fetais obtidas por amnio- 
centese e celulas unicas de pre-embrioes de oito 
celulas produzidos por fertilizagao in vitro. 

16.6 Em seres humanos, a ausencia de uma enzima de- 
nominada purina nucleosidio fosfoiilase (PNP) 
causa uma imunodeficiencia de celulas T grave 
semelhante a imunodeficiencia combinada grave 
(SCID). A deficiencia de PNP tern um padrao de 
heranga autossomico recessivo, e o gene codifica- 
dor da PNP humana foi clonado e sequenciado. 
A deficiencia de PNP seria uma boa candidata ao 
tratamento por terapia genica? Crie um procedi- 
mento para tratamento da deficiencia de PNP por 
terapia genica de celulas somaticas. 

16.7 Agora e possivel produzir protemas humanas em 
bacterias como E. coli. Nao se pode, porem, sim- 
plesmente introduzir um gene humano em E. coli 
e esperar que seja expresso. Que medidas devem 
ser tomadas para construir uma cepa de E. coli que 
produza uma protema de mamifero como o hor- 
monio do crescimento humano? 

16.8 Depois de construir um gene sintetico codificador 
de uma enzima que degrada o herbicida glifosato, 
voce quer introduzir seu gene sintetico em vegetais 
Arabidopsis e testar a resistencia dos vegetais trans- 
genicos ao glifosato. Como produziria uma planta 
Arabidopsis transgenica com seu gene sintetico por 
transformagao mediada por A. tumefaciens ? 

16.9 Um locus STR humano contem uma repetigao em 
serie (TAGA) , em que n pode variar entre 5 e 15. 
Quantos alelos desse locus voce esperaria encon- 
trar na populagao humana? 

16.10 Alguns corpos sao encontrados sepultados em uma 
floresta. Os policiais suspeitam de que entre eles 
possa estar a famflia Jones que desapareceu (pais e 
dois filhos). Extraem o DNA de ossos e examinam 
os perfis de DNA de loci STR A e B, que contem repe- 
tigoes em serie de comprimento variavel. Tambem 
analisam os perfis de DNA de dois outros homens. 
Os resultados sao mostrados na tabela a seguir onde 
os numeros indicam o numero de copias da repeti¬ 
gao em serie de determinado alelo; por exemplo, 
o homem 1 tern um alelo com 8 e outro alelo com 
9 copias de uma repetigao em serie no locus A. 



Locus A 

Locus B 

homem 1 

8/9 

5/7 

homem 2 

6/8 

5/5 

homem 3 

7/10 

7/7 

mulher 

8/8 

3/5 

crianga 1 

7/8 

5/7 

crianga 2 

8/8 

3/7 


A mulher poderia ser a mae das duas criangas? Por 
que sim? Ou por que nao? Algum desses homens 
poderia ser o pai da crianga 1? Em caso afirmativo, 
qual deles? 

16.11 Os perfis de DNA tiveram papeis essenciais em 
muitos julgamentos por estupro e assassinato. O 
que e um perfil de DNA? Quais sao os papeis dos 
perfis de DNA nesses process os judiciais? Em al¬ 
guns casos, os geneticistas temiam que os dados do 
perfil de DNA estivessem sendo usados impropria- 
mente. Cite algumas das suas preocupagoes; como 
essa questao foi corretamente enfrentada? 

16.12 Os perfis de DNA mostrados nesse problema fo- 
ram preparados a partir do DNA genomico de ce¬ 
lulas do sangue obtidas de uma mulher, sua filha e 
tres homens que afirmavam ser pais da crianga. 

M C FI F2 F3 



De acordo com os perfis de DNA, o que se pode 
determinar sob re a paternidade nesse caso? 

16.13 A maioria dos especialistas forenses concorda que 
os perfis de DNA de amostras de sangue obtidas 
na cena do crime e em objetos pessoais podem 
oferecer dados convincentes para condenagoes 
por assassinato. No entanto, as vezes os advogados 
de defesa alegam com sucesso que o descuido no 
manuseio das amostras de sangue acarreta conta- 
minagao das amostras. Que problemas a contami- 
nagao das amostras de sangue causam na interpre- 
tagao de perfis de DNA? Voce esperaria que esses 
erros levassem a condenagao de um inocente ou a 
absolvigao de um culpado? 

16.14 O plasmidio Ti contem uma regiao denominada 
T-DNA. Por que essa regiao e denominada T-DNA? 
Qual e seu significado? 

16.15 A geragao de vegetais transgenicos que usa trans¬ 
formagao mediada por A. tumefaciens frequen- 
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temente resulta em multiplos sftios de insergao. 
Esses sitios frequen temente variam no nfvel de 
expressao do transgene. Que metodos voce usaria 
para determinar se os vegetais transgenicos tem ou 
nao mais de um transgene e, em caso afirmativo, 
onde os transgenes sao inseridos nos cromosso- 
mos? 

16.16 E possivel usar vetores retrovirais “desarmados” 
para introduzir genes em animais super!ores, in¬ 
clusive em seres humanos. Quais sao as vantagens 
dos vetores retrovirais em relagao a outros tipos de 
vetores de transferencia genica? Quais sao as des- 
vantagens? 

16.17 Os camundongos transgenicos agora sao rotinei- 
ramente produzidos e estudados em laboratories 
de pesquisa em todo o mundo. Como sao produ¬ 
zidos os camundongos transgenicos? Que tipos de 
informagoes podem ser obtidos por estudos feitos 
em camundongos transgenicos? Essas informagoes 
tem alguma importancia para a pratica da medici- 
na? Em caso afirmativo, qual? 

16.18 Dois homens reivindicam a paternidade do bebe 
Joyce Doe. A analise do perfil de DNA STR CODIS 
da mae de Joyce mostrou que ela e homozigota 
para o alelo 8 no locus TPOX (o alelo 8 contem 
oito repetigoes da sequencia GAAT nesse locus po- 
limorfico). Joyce e heterozigota para os alelos 8 e 
11 nesse locus. Na tentativa de resolver a disputa 
de paternidade, os dois homens sao submetidos ao 
teste de perfil de DNA STR no locus TPOX no cro- 
mossomo 2. O suposto pai n a 1 era heterozigoto 
para os alelos Sell no locus TPOX, e o suposto 
pai n B 2 era homozigoto para o alelo 11 nesse lo¬ 
cus. Esses resultados podem solucionar esse caso 
de paternidade? Em caso afirmativo, quern e o pai 
biologico? Em caso negativo, por que nao? 

16.19 Muitas proteinas humanas uteis contem carboi- 
dratos ou lipfdios que sao acrescentados apos a 
tradugao. As bacterias nao contem as enzimas 
necessarias para acres centar esses componentes 
aos produtos primarios da tradugao. Como essas 
proteinas poderiam ser produzidas usando ani¬ 
mais transgenicos? 

l i.20 Richard Meagher e colaboradores clonaram uma 
familia de 10 genes que codificam actinas (um im¬ 
portance componente do citoesqueleto) em Arabi- 
dopsis thaliana. Os dez produtos genic os da actina 
sao semelhantes, muitas vezes se diferenciando em 
apenas alguns aminoacidos. Assim, as sequencias 
codificadoras dos dez genes tambem sao muito 
semelhantes, de modo que ha hibridizagao cru- 
zada da regiao codificadora de um gene com as 
regibes codificadoras dos outros nove genes. Ja as 
regioes nao codificadoras dos dez genes sao muito 
divergentes. Meagher formulou a hipotese de que 
os padroes de expressao temporal e espacial dos 


dez genes da actina sao muito diferentes. Voce foi 
contratado por Meagher para testar essa hipotese. 
Elabore experimentos que possibilitem identificar 
o padrao de expressao temporal e espacial de cada 
um dos dez genes da actina em Arabidopsis. 

16.21 Os primeiros camundongos transgenicos foram 
criados por microinjegao em ovocitos fertilizados 
de vetor de DNA semelhante ao apresentado na 
Figura 16.15, exceto pelo fato de que continha 
um promotor para o gene da metalotionefna de 
mam if er os ligado ao gene HGH. Os camundon¬ 
gos transgenicos apresentaram nfveis elevados de 
HGH em tecidos de outros orgaos que nao a hi- 
pofise, por exemplo, coragao, pulmao e figado, 
e houve atrofia da hipofise. Como seria possivel 
controlar melhor a produgao de HGH em animais 
transgenicos, com expressao restrita a hipofise? 

16.22 Qual e a diferenga entre as tecnicas geneticas re- 
versas usadas para analisar processos biologicos e 
os metodos geneticos classicos? 

16.23 Como e possivel usar o silenciamento genico por 
RNAi para identificar a fungao dos genes? 

16.24 Qual e a diferenga entre as tecnicas de mutagenese 
insercional e outras tecnicas de genetica reversa? 

16.25 A mutagenese insercional e um instrumento efi- 
ciente tanto em vegetais quanto em animais. No 
entanto, quando se usa a mutagenese insercional 
de larga escala, qual e a principal vantagem dos 
vegetais em relagao aos animais? 

16.26 Nos comentamos os lastimaveis efeitos da mutage¬ 
nese insercional nos quatro meninos que tiveram 
leucemia apos tratamento de imunodeficiencia 
combinada grave ligada ao X por terapia genica. 
Como essa consequencia da terapia genica deve- 
ria ser evitada no futuro? Voce acredita que o uso 
da terapia genica de celulas somaticas para tratar 
doengas humanas algum dia podera ser totalmen- 
te seguro? Por que? Por que nao? 

16.27 Um filamento de um gene em Arabidopsis thaliana 
tem a seguinte sequencia nucleotfdica: 

atgagtgacgggaggaggaagaagagcgtgaacgga 

ggtgcaccggcgcaaacaatcttggatgatcggagatc 

tagtcttccggaagttgaagcttctccaccggctgggaaac 

gagctgttatcaagagtgccgatatgaaagatgatatgca 

aaaggaagctatcgaaatcgccatctccgcgtttgagaag 

tacagtgtggagaaggatatagctgagaatataaagaag 

gagtttgacaagaaacatggtgctacttggcattgcattgtt 

ggtcgcaactttggttcttatgtaacgcatgagacaaaccatttcgtt 

tacttctacctcgaccagaaagctgtgctgctcttcaagtcgggttaa 

A fungao desse gene ainda e incerta. (a) Como a 
mutagenese insercional poderia ser usada para in- 
vestigar essa fungao? (b) Elabore um experimen- 
to de uso de interferencia por RNA para sondar a 
fungao (ou as fungoes) do gene. 
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16.28 Consultemos o site do Salk Institute’s Genome 
Analysis Laboratory (http://signal.salk.edu/cgi-bin/ 
tdnaexpress) e verifiquemos se alguma de suas li- 
nhas de T-DNA tem insergoes no gene mostrado 
na questao anterior. No site SIGnAL, role a tela 
para baixo ate “Blast” e digite a sequencia na cai- 
xa. O mapa resultante mostrara a localizagao de 


insergoes de T-DNA mapeadas em relagao a locali¬ 
zagao do gene (retangulo verde na parte superior). 
Usando as setas azuis na parte superior direita voce 
pode man ter o loco apenas na regiao curta que con- 
tem o gene ou em regioes relativamente longas de 
cromossomo 4 de Arabidopsis. Ha alguma insergao 
de T-DNA no gene em questao? Ou perto do gene? 


Genomica n a Web em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


A distrofia muscular e um grupo de disturbios humanos 
que causa fraqueza muscular progressiva e perda de ce- 
lulas musculares. 

1. Quantos tipos diferentes de distrofia muscular heredi¬ 
taria foram caracterizados em seres humanos ate hoje? 

2. Quais sao as localizagoes cromossomicas dos genes 
anomalos responsaveis pelas diferentes formas de dis¬ 
trofia muscular? 

3. As distrofias musculares de Duchenne e Becker sao 
causadas por mutagoes em um gene do cromossomo 
X que codifica uma protema denominada distrofina. 
Qual e a diferenga entre esses dois tipos de distrofia 
muscular? 

4. O gene da distrofina ( DMD ) foi clonado e sequencia- 
do. Quais sao as caracterfsticas exclusivas desse gene e 
da protema que codifica? Que obstaculos elas repre- 


sentam para o tratamento da distrofia muscular de 
Duchenne e Becker por terapia genica? 

5. Existem testes genicos para distrofia muscular de Du¬ 
chenne? Como eles sao feitos? 

Dica: No site do NCBI, clique em OMIM (Online Mende- 
lian Inheritance in Man) e digite “muscular dystrophy” 
no campo de busca. Na lista de distrofias musculares 
apresentada, observe as localizagoes cromossomicas dos 
genes responsaveis pelas varias formas do disturbio para 
estimar o numero de diferentes genes implicados. Para 
obter informagoes sobre a distrofia muscular de Duchen¬ 
ne e Becker, clique em 310200, “Muscular Dystrophy, 
Duchenne Type,” e em 300376, “Muscular Dystrophy, 
Becker Type”. Para obter informagoes sobre os testes ge¬ 
nicos, clique em “Gene Tests” e siga os links para os dife¬ 
rentes tipos de testes disponfveis. 


Elementos Geneticos 

Transponfveis 



Elementos transponfveis | Considera<;6es gerais 

Elementos transponfveis em bacterias 

Transposons de “cortar e colar" em eucariotos 

Retrovfrus e retrotransposons 

Elementos transponfveis em seres humanos 

Significado genetico e evolutivo dos 
elementos transponfveis 


Milho | Uma cultura basica 
com heranq:a cultural 

O milho e urn dos produtos agricolas mais importantes do mundo, 
e seu cultivo comeqou ha, no minimo, 5.000 anos na America Cen¬ 
tral. Quando Cristovao Colombo chegou ao Novo Mundo, o cul¬ 
tivo de milho ja havia se disseminado ate o Canada, ao norte, e a 
Argentina, ao sul. As populates nativas da America do Norte e do 
Sul desenvolveram muitas variedades de milho adaptadas a condi- 
qoes especfficas, Elas desenvolveram variedades que tinham graos 
color dos - vermelhos, amarelos, brancos e roxos - e atribufram a 
cada cor um valor estetico e religioso especial. Para os povos do 
sudoeste norte-americano, por exemplo, o milho azul e sagrado, e 
cada uma das quatro direqoes principals apontadas pela bussola e 
representada por determinada cor de milho. Alguns grupos acre- 
ditam que os graos com listras e pontos sao sinal de forqa e vigor. 

As padronagens coloridas que vemos nas espigas tambem tern 
importante significado cientffico. As pesquisas modernas mos- 
traram que as listras e os pontos em graos de milho sao conse- 
quencia de um fenomeno genetico conhecido como transposiqao. 
No genoma do milho - na verdade, no genoma da maioria dos 
organismos -, os geneticistas encontraram sequences de DNA ca- 



Variagao de cor em graos de milho, Estudos sobre a base genetica 
dessa variaqao levaram a descoberta dos elementos transponfveis. 


pazes de se deslocar de uma posiqao para outra. Esses elementos 
transponfveis - ou transposons - constituem uma fraqao consi- 
deravel do genoma. No milho, por exemplo, representam 85% de 
todo o DNA. Ao se deslocarem de um local para outro, os elemen¬ 
tos transponfveis podem causar a quebra de cromossomos ou a 
mutaqao de genes e, por isso, tern grande significado genetico. 
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Elementos transpomveis | Consideragoes gerais 


Os elementos transpomveis - transposons - estao pre- 
sentes nos genomas de muitos tipos de organismos; eles 
sao diferentes dos pontos de vista estrutural e funcional. 

Muitos tipos diferentes de elementos transpomveis fo- 
ram identificados em uma variedade de organismos, en- 
tre eles bacterias, fungos, protistas, vegetais e animais. 
Esses elementos sao componentes proeminentes dos ge¬ 
nomas - por exemplo, mais de 40% do genoma humano 
- e tern fungoes evidentes na estrutura dos cromossomos 
e na modulagao da expressao dos genes. Neste capitulo, 
exploraremos a diversidade estrutural e comportamental 
de diferentes tipos de elementos transpomveis e investi- 
garemos seu significado genetico e evolutivo. 

Embora cada tipo de elemento transponivel tenha 
suas proprias caracteristicas especiais, a maioria e classi- 
ficada em tres categorias de acordo com o mecanismo 
de transposigao (Tabela 17.1). Na primeira categoria, a 
transposigao ocorre por excisao de urn elemento de sua 
posigao no cromossomo, com insergao em outra posigao. 
Os processos de excisao e insergao sao catalisados pela 
enzima transposase, geralmente codificada pelo proprio 
elemento. Os geneticistas denominam esse mecanismo 
transposigao de “ cortar e colar” porque o elemento e fisica- 
mente cortado de um local no cromossomo e colado em 
outro, que pode estar ate mesmo em outro cromossomo. 
Designaremos os elementos dessa categoria transposons de 
"cortar e colar". 

Na segunda categoria, o processo de transposigao 
ocorre por replicagao do DNA do elemento transponivel. 
Uma transposase codificada pelo elemento medeia a in- 


teragao entre o elemento e um possivel local de insergao. 
Durante essa interagao ocorre replicagao do elemento; 
uma copia e inserida no novo local e a outra continua 
no local original. Os geneticistas denominam esse meca¬ 
nismo transposigao replicativa, porque ha ganho de uma 
copia do elemento. Designaremos os elementos dessa ca¬ 
tegoria transposons replicativos. 

Na terceira categoria, o processo de transposigao ocor¬ 
re por insergao de copias de um elemento sintetizadas a 
partir do RNA do elemento. A enzima transcriptase re- 
versa usa o RNA do elemento como molde para sintetizar 
moleculas de DNA, que sao inseridas em novos locais no 
cromossomo. Por inverter o sentido habitual de fluxo das 
informagoes geneticas nas celulas — isto e, as informagoes 
fluem do RNA para o DNA em vez de flufrem do DNA 
para o RNA -, esse mecanismo e denominado retrotrans- 
posigao pelos geneticistas. Designaremos os elementos 
dessa categoria retrotransposons. Alguns dos elementos 
com esse tipo de transposigao estao relacionados com 
um grupo especial de virus que usam transcriptase rever- 
sa - os retrovirus; por isso, sao conhecidos como elementos 
semelhanies a retrovirus. Outros elementos com atividade 
de retrotransposigao sao denominados apenas retroposons. 

Encontraremos muitos elementos transpomveis dife¬ 
rentes neste capitulo, cada um com sua propria historia 
peculiar. A Tabela 17.1 classifica esses elementos de acor¬ 
do com seus mecanismos de transposigao. Os transpo¬ 
sons de “cortar e colar” estao presentes tanto em proca- 
riotos quanto em eucariotos. Os transposons replicativos 
sao encontrados apenas em procariotos, e os retrotrans¬ 
posons, apenas em eucariotos. 


Tabela 17.1 


Classificagao de elementos transpomveis de acordo com o mecanismo de transposigao. 

Categoria 

Exemplos 

Organismo hospedeiro 

1. Transposons de "cortar e coiar". 

Elementos IS (p. ex., IS50) 

Bacterias 

Transposons compostos (p. ex.,Tn5) 

Bacterias 

Elementos Ac/Ds 

Milho 

Elementos P 

Drosophila 

Elementos hobo 

Drosophila 

piggyBac 

Mariposa 

Sleeping Beauty 

Salmao 

II. Transposons replicativos 

Elementos Tn3 

Bacterias 

III. Retrotransposons 



A. Elementos semelhantes a retrovirus (tambem denominados 
repetigao terminal longa, ou LTR, retrotransposons) 

Ty7 

Levedura 

copia 

Drosophila 

gypsy 

Drosophila 

B. Retroposons 

Elementos F.Cel 

Drosophila 

Retroposons telomericos 

Drosophila 

LINE (p. ex.,LI) 

Seres humanos 

SINE (p. ex., Alu) 

Seres humanos 
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PONTOS ESSENCIAIS • O transposon de “cortar e color” e excisado de uma posigdo no genoma e inserido em outra por 

uma enzima, a transposase, geralmente codificada pelo proprio transposon 

* O transposon replicativo e copiado durante o processo de transposigao 

• O retrolransposon produz moleculas de ENA que dao origem a moleculas de DNA por 
transcrigdo reversa; em seguida, essas moleculas de DNA sdo inseridas em novas posigoes no 
genoma. 


Elementos transponiveis em bacterias 


Os transposons bacterianos deslocam-se dentro dos cro- 
mossomos e plasmidios e entre eies. 

Embora os elementos transponiveis tenham sido ori- 
ginalmente descobertos em eucariotos, os transposons 
bacterianos foram os primeiros a ser estudados em nivel 
molecular. Existem tres tipos principals: as sequencias de 
insergao, ou elementos IS, os transposons compostos e os 
elementos semelhantes a Tn3. Esses tres tipos de transpo¬ 
sons diferem em tamanho e estrutura. Os elementos IS 
sao os mais simples e contem apenas genes codificadores 
de protemas participantes da transposigao. Os transpo¬ 
sons compostos e os elementos semelhantes a Tn:? sao 
mais complexos e contem alguns genes que codificam 
produtos nao relacionados com o processo de transpo¬ 
sigao. 

ELEMENTOS IS 

Os transposons bacterianos mais simples sao as sequencias 
de insergao, ou elementos IS, assim denominados porque po- 
dem se inserir em muitos locals diferentes nos cromosso- 
mos e plasmidios bacterianos. Os elementos IS loram de- 
tectados pela primeira vez em algumas mutagoes lac de 
E. coli. Essas mutagoes tinham a propriedade incomum 
de alta taxa de reversao ao tipo selvagem. Analises mo- 
leculares revelaram que essas mutagoes instaveis tinham 
DNA extra nos genes lac ou perto deles. Quando o DNA 
dos revertentes de tipo selvagem dessas mutagoes foi 
comparado ao das proprias mutagoes, constatou-se que 
o DNA extra havia se perdido. Assim, essas mutagoes ge- 
neticamente instaveis loram causadas por sequencias de 
DNA inseridas nos genes de E. coli, e a reversao ao tipo 
selvagem foi causada por excisao dessas sequencias. Se¬ 
quencias de insergao semelhantes foram encontradas em 
muitas outras especies de bacterias. 

Os elementos IS tern organizagao compacta. Em geral, 
sao constituidos de menos de 2.500 pares de nucleotl- 
dios e contem apenas genes cujos produtos participam 
da promogao ou regulagao da transposigao. Muitos tipos 
diferentes de elementos IS foram identificados. O me- 
nor, IS I, tem 768 pares de nucleotidios. Cada tipo de ele- 
mento IS e delimitado por sequencias curtas identicas, 
ou quase identicas, em suas extremidades (Figura 17.1). 
Como essas sequencias terminals estao sempre invertidas 


em relagao uma a outra, sao denominadas repetigoes in¬ 
vertidas terminals. Seu comprimento varia de 9 a 40 pares 
de nucleotidios. As repetigoes invertidas terminais sao ca- 
racteristicas da maioria dos tipos de transposons. A mu- 
tagao dos nucleotidios nessas repetigoes geralmente faz 
com que o transposon perca a capacidade de se deslocar. 
Portanto, essas mutagoes demonstram que as repetigoes 
invertidas terminais tem pap el importante no processo 
de transposigao. 

Os elementos IS geralmente codificam uma proteina, 
a transposase, necessaria para transposigao. A transposase 
liga-se as extremidades do elemento ou a um local pro¬ 
ximo e secciona os dois filamentos de DNA. Essa cliva- 
gem excisa o elemento do cromossomo ou plasmidio, de 
modo que possa ser inserido em uma nova posigao na 
mesma molecula de DNA ou em outra molecula. Portan¬ 
to, os elementos IS sao transposons de “cortar e colar”. 
Quando se inserem nos cromossomos ou plasmidios, os 
elementos IS causam a duplicagao de parte da sequencia 
de DNA no local da insergao. Ha uma copia da duplica¬ 
gao de cada lado do elemento. Essas sequencias curtas (2 
a 13 pares de nucleotidios), diretamente repetidas, co- 
nhecidas como duplicates de sftio-alvo, sao produzidas por 
clivagem em extremidade protuberante da molecula de 
DNAbifilamentar (Figura 17.2). 

Um cromossomo bacteriano pode conter varias copias 
de um tipo especifico de elemento IS. Por exemplo, sao 
encontradas 6 a 10 copias de IS 1 no cromossomo de E. 
coli Os plasmidios tambem podem conter elementos IS. 
O plasmidio F, por exemplo, geralmente tem pelo menos 
dois elementos IS diferentes, IS2 e IS3. Quando determi- 


Repeticoes invertidas terminais 
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Duplicacao do sitio-aivo 


■ FIGURA 17.1 Estrutura de um elemento IS50 inserido, mostrando 
suas repetigoes invertidas terminais e a duplicagao do sftio-alvo. As 
repetigoes invertidas terminais sao imperfeitas porque o quarto par 
de nucleotidios (destacado) de cada extremidade e diferente. 
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10 


Os dois fitamentos do DNA-alvo sao 
clivados em locais diferentes (setas). 

5' . 


ACCGTCGGCATCA 

TGGCAGCCGTAGT 


© 


0 elemento IS e inserido na lacuna 
criada pela clivagem em extremidade 
protuberante do DNA-alvo. 

. . . 


3' 


5' 


IS 


3' 


ACCGTCGGCAT 

TG 






Li 


CA 

IGCAGCCGTAGT 


^7 

O 


A sintese de DNA (azul-escuro) 
preenche as lacunas de cada lado do 
elemento IS, produzindo uma 
duplicacao direta do sitio-alvo. 


IS 


5 

3 


1ACCGTCGGCAT 







T 

•BimSIiiCA 









GCAGCCGTAGT 


■ figura i Produgao de duplicagoes de sitio-alvo pela insergao de 
um elemento IS. 


liado elemento IS esla localizado cm duas moleculas de 
DNA diferentes, cria a oportunidade de recombinagao ho- 
mologa entre elas. F’or exemplo, um elemento IS no plas¬ 
mfdio F pode emparelhar-se e recombinar-se com o mes- 
mo tipo de elemento IS no cromossomo de E. coli. Tanto o 
cromossomo de E. coli quanto o plasmfdio F sao moleculas 
circulares de DNA. Quando um elemento IS medeia a re¬ 
combinagao entre essas moleculas, o plasmfdio, menor, e 
integrado ao cromossomo maior, com a criagao de uma 
molecula circular unica. Esses processos de integragao 
produzem cepas Hfr capazes de transferir seus cromosso- 
mos durante a conjugagao. Essas cepas variam em relagao 
ao sftio de integragao do plasmfdio F porque os elementos 
IS mediadores da recombinagao ocupam diferentes posi- 
goes cromossomicas em diferentes cepas de E. coli - uma 
consequencia de sua capacidade de transposigao. 

Os elementos IS tambem podem mediar a recombina¬ 
gao entre dois plasmfdios diferentes. Por exemplo, con- 
sidere a situagao apresentada na Figura 17.3, na qual um 
plasmfdio portador de um gene de resistencia ao anti¬ 


biotico estreptomicina (stf) recombina-se com um plas¬ 
mfdio que pode ser transferido entre celulas durante a 
conjugagao {plasmfdio conjugativo). A recombinagao e 
mediada por elementos IS I presentes nos dois plasmf¬ 
dios e cria um grande plasmfdio que tern tanto o gene 
stf q nan to a capacidade de ser transferido durante a con¬ 
jugagao. Esses plasmfdios tern significado clfnico porque 
possibilitam a transmissao horizontal do gene de resis¬ 
tencia ao antibiotico entre indivfduos de uma populagao 
de bacterias. Por fim, todas ou quase todas as bacterias 
adquirem o gene de resistencia, e o antibiotico torna-se 
inutil no tratamento de infecgoes causadas por elas. 

Os plasmfdios que transferem genes para resistencia 
a antibioticos entre celulas sao denominados plasmfdios 
R conjugativos. Esses plasmfdios tern dois componentes: o 
fator de transferencia de resistencia, ou RTF, que con¬ 
tent os genes necessarios para a transferencia conjugativa 
entre celulas, e o determinant R, que content o gene ou 
os genes responsaveis pela resistencia a antibioticos. Os 
plasmfdios R conjugativos podem ser transferidos rapida- 
mente entre celulas em uma populagao de bacterias, mes- 
mo entre tipos celulares muito diferentes - por exemplo, 
um coco e um bacilo. Assim, depois de se desenvolverem 
em uma parte do reino microbiano, eles podem se disse- 
minar para outras partes com relativa facilidade. 

Alguns plasmfdios R conjugativos tern varios diferentes 
genes de resistencia a antibioticos. Esses plasmfdios sao 
fomtados pela sucessiva integragao de genes de resistencia 
por meio de processos de recombinagao mediados por IS. 
O surgimento de resistencia a multiplos farmacos ocorreu 
em varias especies patogenicas para seres humanos, entre 
elas cepas de Staphylococcus, Enterococcus, Neisseria, Shigella e 
Salmonella. O tratamento de muitas infecgoes bacterianas 
atuais causadoras de doengas conto disenteria, tuberculo¬ 
se e gonorreia e diffcil porque o patogeno adquiriu resis¬ 
tencia a diferentes antibioticos. Explore o desenvolvimen- 
to desses plasmfdios de resistencia a multiplos farmacos 
em Resolva! Acumulo de genes de resistencia a farmacos. 

Q 

TRANSPOSONS COMPOSTOS 

Os transposons compostos sao criados quando ha insergao de 
dois elementos IS proximos. Entao, pode haver transpo- 


sir' 


© Plasmidio R 

nao conjugativo 

X 



Plasmidio 

conjugativo 


RTF 



Determinante R 


Componente RTF 


Plasmidio R 
conjugativo 

■ FIGURA 17.3 Formagao de plasmidio R conjugativo por recombina¬ 
gao entre elementos IS. 



Acumulo de genes de resistencia 
a farmacos 

Uma celula de E. colitem um plasmidio R conjugativo portador 
do gene para resistencia a estreptomicina (std) flanqueado por 
elementos 1ST. Outra celula de E. coli tem um plasmidio nao con¬ 
jugativo portador de um gene para resistencia a tetraciclina (tef), 
alem de uma copia de 1ST. Explique como seria possivel o surgi¬ 
mento de um plasmidio R conjugativo com os genes strr e tetr. 

k Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 
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sigao da regiao entre os dois elementos IS quando os ele¬ 
mentos atuam em conjunto. Na verdade, os dois elementos 
IS “capturam” uma sequencia de DNA imovel e dotam-na 
da capacidade de se deslocar. A Figura 17.4 apresenta tres 
exemplos de transposons compostos, indicados pelo sfm- 
bolo Tn. Em Tn.9, os elementos IS flanqueadores estao 
todos no mesmo sentido, enquanto em Tn5 e Tn 10, os 
sentidos sao invertidos. A regiao entre os elementos IS de 
cada um desses transposons con tern genes sem qualquer 
relagao com a transposigao. Na verdade, em todos os tres 
transposons, os genes entre os elementos IS flanqueado¬ 
res conferem resistencia a antibioticos — uma caracterfstica 
cujo significado medico e obvio. Os transposons compos¬ 
tos, assim como os elementos IS que sao parte deles, criam 
duplicagoes de sitio-alvo quando se inserem no DNA. 

As vezes, os elementos IS flanqueadores em um trans¬ 
poson composto nao sao identicos. Por exemplo, em 
Tn_5, o elemento a direita, IS5GR, e capaz de produzir 
uma transposase para estimular a transposigao, mas o ele¬ 
mento a esquerda, IS50 L, nao. Essa diferenga se deve a 
alteragao de um unico par de nucleotfdios que impede 
IS50L de codificar a transposase ativa. 

ELEMENTO Tn3 

As bacterias contem outros grandes transposons que nao 
tern elementos IS nas duas extremidades. Esses transpo¬ 
sons terminam em repetigoes invertidas simples de 38 a 
40 pares de nucleotfdios; porem, assim como os transpo¬ 
sons de “cortar e colar”, eles criam duplicagoes de sftio-al- 
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■ FIGURA 17.4 Organizagao genetica de transposons compostos. A 
orientagao e o comprimento (em pares de nucleotfdios, pn) das se¬ 
quences constituintes sao indicadas na figura. A. Tn9e constitufdo de 
dois elementos IS7 que fianqueiam um gene de resistencia ao cloran- 
fenicol. B. Tn5 e constitufdo de dois elementos 1S50 que fianqueiam 
genes de resistencia a canamicina, bleomidna e estreptomicina. C. 
Tn70 e constitufdo de dois elementos IS70 que fianqueiam um gene 
de resistencia a tetraciclina. 
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■ FIGURA 17.5 Organizagao genetica deTn3. Os comprimentos das 
sequences de DNA sao apresentados em pares de nucleotfdios (pn). 


vo quando se inserem no DNA. O elemento conhecido 
como Tn3 e o principal exemplo desse tipo de transposon. 

A Figura 17.5 mostra a organizagao genetica de Tn3. 
Existem tres genes, tnpA, tnpR e bla, que codificam, res- 
pectivamente, uma transposase, um resolvase/repressor 
e a enzima betaiactamase. A betaiactamase confere resis¬ 
tencia ao antibiotico ampicilina, e as outras duas protef- 
nas tern papeis importantes na transposigao. 

Tn3 e um transposon replicativo cujo processo de 
deslocamento ocorre em dois estagios (Figura 17.6). No 


Plasmidio doador 



Plasmidio receptor 






A transposase codificada por 
Tn3 catalisa a formacao de um 

p 

cointegrado entre os plasmfdios 
doador e receptor. Durante esse 
processo, Tn3e replicado de 
modo que haja uma copia do 
elemento em cada juncao 
no cointegrado. 


9 A resolvase produzida peio 
gene tnpR divide o cointegrado 
por mediacao da recombinacao 
entre os dois elementos Tn3. 



Separacao dos 
piasmidios doador 
e receptor, cada 
um deles com uma 
copia de Tn3. 


■ FIGURA 17.6 Transposigao deTn3pela formagao de um cointegrado. 
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primeiro estagio, a transposase medeia a fusao de duas 
moleculas circulares — por exemplo, dois plasmidios, um 
que tem TnJ (plasmidio doador) e o outro que nao tem 
(plasmidio receptor). Aestrutura resultante e denomina- 
da cointegrado. Durante a for mag ao do cointegrado, Tni? e 
replicado, e uma copia e inserida em cada ponto de fusao 
dos dois plasmidios; no cointegrado, essas duas copias 
de Tn3 estao no mesmo sentido. No segundo estagio de 
transposigao, aresolvase codificada por tnpR medeia uma 
recombinagao sftio-especifica entre as duas copias de 
Tn 3. Esse processo ocorre em uma sequencia de Tn3de- 


nominada res, o sitio de resolugdo , e quando concluido o 
cointegrado e dividido em seus dois plasmidios consti- 
tuintes, cada um deles com uma copia de Tn 3. 

O produto do gene tnpR de Tn3 ainda tem outra 
fungao — reprimir a sintese das proteinas transposase e 
resolvase. A repressao ocorre porque o sitio res esta lo- 
calizado entre os genes tnpA e tnpR. Por ligagao a esse si¬ 
tio, a proteina tnpR interfere na transcrigao de ambos os 
genes, causando a deficiencia cronica de seus produtos. 
Por conseguinte, o elemento Tn:? tende a permanecer 
imovel. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


* 


As sequencias de insergao (elementos IS) sao transposons de “cortar e color” localizados em 
cromossomos e plasmidios bacterianos 

Os elementos IS podem mediar a recombinagao entre diferentes moleculas de DNA 

Os plasmidios conjugativos podem mover genes de resistencia a antibioticos de uma bacteria 
para outra 

Os transposons compostos sao constitmdos de dois elementos IS que jlanqueiam uma regiao 
que contem um ou mais genes de resistencia a antibioticos 

Tn3 e um transposon replicativo que faz transposigao por fusao temporaria de moleculas de 
DNA a um cointegrado; quando o cointegrado e dividido, cada uma das moleculas de DNA 
constituintes emerge com uma copia de Tn3 

Os transposons bacterianos sao delimitados por repetigdes invertidas terminals; quando se 
inserem em uma molecula de DNA, criam uma duplicagao de sequencias no sitio de insergdo 
(uma duplicagao do sitio-alvo). 


Transposons de "cortar e colar" em eucariotos 


Os elementos transponfveis foram descobertos por ana- 
lise de instabilidades geneticas no milho; as analises ge- 
neticas tambem mostraram elementos transponfveis em 
Drosophila. 

Os geneticistas encontraram muitos tipos diferentes de 
transposons em eucariotos. Esses elementos variam em 
tamanho, estrutura e comportamento. Alguns sao abun- 
dantes no genoma, outros sao raros. Nas segoes subse- 
quentes, analisaremos alguns dos transposons eucario- 
ticos que se movem por um mecanismo de “cortar e co¬ 
lar”. Todos esses elementos tem repetigoes invertidas em 
suas terminagoes e criam duplicagoes de sitio-alvo quan¬ 
do se inserem nas moleculas de DNA. Alguns codificam 
uma transposase que catalisa a passagem do elemento de 
uma posigao para outra. 

ELEMENTOS Ac E Ds NO MILHO 

Os elementos Ac e Ds no milho foram descobertos pela 
cientista americana Barbara McClintock. Com o auxi- 
lio da analise genetica, McClintock mostrou que as ati- 
vidades desses elementos sao responsaveis pelas listras 
e pontos nos graos de milho. Muitos anos depois, Nina 
Federoff, Joachim Messing, Peter Starlinger, Heinz Sae- 


dler, Susan Wessler e seus colegas isolaram os elementos 
e identificaram sua estrutura molecular. 

McClintock descobriu os elementos Ace Ds por estudo 
da quebra cromossomica. Ela usou marcadores geneticos 
que controlavam a cor dos graos de milho para detectar 
a quebra. Quando determinado marcador era perdido, 
McClintock concluia que o segmento cromossomico em 
que estava localizado tambem havia se perdido, uma indi- 
cagao de quebra. A perda de um marcador era detectada 
por alteragao na cor da aleurona, a camada externa do 
endosperma triploide dos graos de milho. 

Em um grupo de experimentos, o marcador genetico 
acompanhado por McClintock era um alelo do locus C no 
brago curto do cromossomo 9. Como esse alelo, C ] , e um 
inibidor dominante da coloragao da aleurona, todo grao 
que o contem e incolor. McClintock fertilizou espigas CC 
com polen de pendoes CfC 1 , produzindo graos cujo en¬ 
dosperma era OCC. (O endosperma triploide recebe dois 
alelos da planta feminina e um da planta masculina; ver 
Capftulo 2.) Embora McClintock tenha constatado que 
a maioria desses graos era incolor, conforme esperado, 
alguns apresentavam areas de pigmento roxo-acastanha- 
do (Figura 17.7). McClintock supos que nesses mosaicos 
o alelo C 1 inibidor havia se perdido em algum momento 
durante o desenvolvimento do endosperma, levando ao 
surgimento de um clone de tecido capaz de produzir pig- 
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■ FIGURA 17.7 Grao de milho (vista superior) mostrando perda 
do alelo C 1 para inibigao da pigmentagao na aleurona. As areas ro- 
xo~amarronzadas sao -CC, enquanto as areas amarelas sao C'CC. 


mento. O genotipo desse clone seria — CC, onde o trago 
indica o alelo C/faltante. 

O mecanismo proposto por McClintock para explicar 
a perda do alelo Oe apresentado na Figura 17.8. Uma que- 
bra no local indicado pela seta desprende um segmento 
do cromossomo de seu centromero, com a criagao de um 
fragmento acentrico. Esse fragmento tende a ser perdido 
durante a divisao celular; portanto, todos os descenden- 
tes dessa celula nao terao parte do cromossomo de ori- 
gem paterna. Como o fragmento perdido tem o alelo C 1 , 
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■ FIGURA 17.8 Quebra no cromossomo causada peto elemento 
transponfvel Ds no milho. O alelo C no brago curto do cromossomo 
9 produz pigmentagao normal na aleurona; o alelo C inibe essa pig¬ 
mentagao. 


nao ha inibigao da produgao do pigmento em nenhuma 
das celulas nesse clone. Se alguma delas produzir uma 
parte da aleurona, havera uma area de tecido roxo, com 
o surgimento de um grao em mosaico semelhante ao 
mostrado na Figura 17.7. 

McClintock constatou que a quebra responsavel por 
esses graos em mosaico ocorreu em um sftio especffico 
do cromossomo 9. Ela nomeou o fator causador dessas 
quebras de Ds, de Dissociagao. No entanto, esse fator so- 
zinho era incapaz de induzir a quebra cromossomica. 
Na verdade, McClintock constatou que era preciso que 
Ds fosse estimulado por outro fator, denominado Ac, de 
Ativador (do ingles, Activator). O fator Ac estava presente 
em alguns estoques de milho, mas ausente em outros. O 
cruzamento de diferentes estoques possibilitava a combi- 
nagao de Ac com Ds para criar a condigao que resultava 
em quebra cromossomica. 

Esse sistema Ac/Ds de dois fatores explicou a instabi- 
lidade genetica que McClintock observara no cromosso¬ 
mo 9. Outros experimentos demonstraram que essa era 
apenas uma das muitas instabilidades presentes no ge- 
noma do milho. McClintock constatou outros casos de 
quebra em diferentes sitios do cromossomo 9 e tambem 
em outros cromossomos. Como a quebra nesses sitios de- 
pendia da ativagao por Ac, ela concluiu que tambem ha- 
via participagao dos fatores Ds. Para explicar todas essas 
observagoes, McClintock propos que Ds poderia existir 
em muitos sftios diferentes do genoma e que poderia se 
deslocar de um sftio a outro. 

Essa explicagao foi corroborada por analises subse- 
quentes. Os elementos Ac e Ds pertencem a uma famflia 
de transposons. Esses elementos apresentam relagao es- 
trutural entre si e podem inserir-se em muitos sftios di¬ 
ferentes nos cromossomos. Com frequencia, o genoma 
do milho tem varias copias dos elementos Ac e Ds. Com 
o auxflio da analise genetica, McClintock demonstrou 
que tanto Ac quanto Ds podem se deslocar. Quando um 
desses elementos se insere em um gene ou perto dele, 
McClintock constatou que a fungao do gene e alterada 
- as vezes totalmente suprimida. Assim, Ac e Ds podem 
induzir mutagao por insergao nos genes. Para enfatizar a 
expressao genica, McClintock nomeou os transposons Ac 
e Ds de elementos controladores. 

O sequenciamento do DNA mostrou que os elementos 
Ac sao constitufdos de 4.563 pares de nucleotfdios limita- 
dos por repetigoes invertidas com 11 pares de nucleotf¬ 
dios (Figura 17.9A); essas repetigdes invertidas terminals 
sao essenciais para a transposigao. Cada elemento Ac 
tambem e flanqueado por repetigoes diretas com 8 pares 
de nucleotfdios. Como as repetigoes diretas sao criadas 
no momento em que o elemento e inserido no cromos¬ 
somo, elas sao duplicagoes de sftio-alvo, nao partes inte- 
grantes do elemento. 

Ao contrario de Ac, os elementos Ds tem estrutura 
heterogenea. Todos apresentam repetigoes terminals in¬ 
vertidas iguais as dos elementos Ac, demonstrando que 
pertencem a mesma famflia de transposons, mas as se- 
quencias internas variam. Alguns elementos Ds parecem 
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Elemento Ac - sequencia completa 

4.563 pn 


! -Repeticoes terminals invertidas de 11 pn 

A 


Elementos Ds - ausencia de sequencias intern as. 



B 

Elementos Ds andmalos - ausencia de sequencias 
internas nao relacionadas com Ac. 

- DNA nao homologo 

C 

Elemento Ds duplo - urn Ds inserido em outro Ds. 


Ds inserido 

D 

■ FIGURA 17.9 Organizagao estrutural dos membros da famflia Ac/Ds 
de elementos transponiveis no milho. As repetigoes invertidas termi¬ 
nals (setas curtas embaixo) e os comprimentos da sequencia de DNA 
(em pares de nudeotfdios, pn) sac indicados na figura. 

ter sido originados nos elementos Ac pela perda de se¬ 
quencias internas (Figura 17.9B). As delegoes desses ele¬ 
mentos podem ter sido causadas por sfntese incompleta 
do DNA durante a replicagao ou transposigao. Outros 
elementos Ds contem DNA nao pertencente a Ac entre 
suas repetigoes terminals invertidas (Figura 17.9C). Esses 
membros incomuns da famflia Ac/Ds sao denominados 
elementos Ds anomalos. Uma terceira classe de elemen¬ 
tos Ds e caracterizada por arranjo de superposigao pecu¬ 
liar (Figura 17.9D) ; um elemento Ds e inserido em outro, 
porem com sentido invertido. Esses elementos Ds duplos 
parecem ter sido responsaveis pela quebra do cromosso- 
mo que McClintock observou em seus experimentos. 

As atividades dos elementos Ac/Ds — excisao e trans¬ 
posigao, e todos os seus correlates geneticos, inclusive 
mutagao e quebra cromossomica — sao causadas por uma 
transposase codificada pelos elementos Ac. A transpo- 
sase Ac interage com sequencias nas extremidades dos 
elementos Ac e Ds ou proximas delas, catalisando seu 
movimento. Delegoes ou mutagoes do gene codificador 
da transposase abolem essa fungao catalisadora. Assim, 
elementos Ds, que tern essas lesoes, nao podem se ativar. 
No entanto, podem ser ativados se houver um elemen¬ 
to Ac produtor de transposase em algum ponto do ge- 
noma. A transposase produzida por esse elemento pode 
difundir-se atraves do nucleo, ligar-se a um elemento Ds 


e ativa-lo. Portanto, a transposase de Ac e uma pro tenia 
de agao trans. 

Os transposons relacionados com os elementos Ac/Ds 
foram encontrados em outras especies, inclusive de ani¬ 
mals. Talvez o elemento mais bem estudado seja o hobo, 
que recebeu esse nome extravagante por sua capacidade 
de transposigao. O elemento hobo e encontrado em algu- 
mas especies de Drosophila. Explore outros efeitos geneti¬ 
cos dos elementos Ac/Ds em Problema resolvido: Analise 
da atividade de transposons no milho. 

ELEMENTOS P E DISGENESIA HIBRIDA 
EM DROSOPHILA 

Algumas das pesquisas mais extensas sobre elementos 
transponiveis concentraram-se nos elementos Pde Droso¬ 
phila melanogaster. Esses transposons foram identificados 
pela cooperagao de geneticistas de varios laboratories 
diferentes. Em 1977, Margaret e James Kidwell, traba- 
lhando em Rhode Island, ejohn Sved, na Australia, des- 
cobriram que cruzamentos entre determinadas cepas de 
Drosophila produzem hibridos com tragos aberrantes va- 
riados, entre eles mutagao frequente, quebra de cromos- 
somos e esterilidade. O termo disgenesia (do grego, que 
significa “deterioragao da qualidade”) hibrida foi usado 
para designar essa smdrome de anormalidades. 

Kidwell e seus colegas constataram que poderiam 
classificar cepas de Drosophila em dois tipos principals de 
acordo com a produgao ou nao de hibridos disgenicos 
em cruzamentos de teste. Os dois tipos de cepas sao de- 
signados M e P. Apenas cruzamentos entre as cepas M e P 
produzem hibridos disgenicos, e isso so acontece se o In¬ 
divid uo masculino for da cepa P. Cruzamentos entre duas 
cepas P diferentes, ou entre duas cepas M diferentes, pro¬ 
duzem hibridos normals. Podem os resumir os fenotipos 
da prole hflbrida a partir desses diferentes cruzamentos 
em uma tabela simples: 

Genitor feminino 



M 

P 

M 

normal 

normal 

Genitor 



masculino 



P 

disgenico 

normal 


Portanto, os genitores das diferentes cepas contribuem 
como mde ou como pai para a formagao de hibridos dis¬ 
genicos — dai suas designagoes M e P. 

Para Kidwell e seus colegas, esses achados sugeriram 
que os cromossomos de cepas P tem fatores geneticos 
que sao ativados quando entram nos ovocitos produzi- 
dos por femeas M e que, uma vez ativados, esses fatores 
induzem mutagoes e quebra do cromossomo. Inspirado 
por esse trabalho, William Engels, estudante de gradua- 
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PROBLEMA RESOLV1DO 


Analise da atividade de transposons no milho 



PROBLEMA 

No milho, o alelo selvagem do gene C e necessario para a Colorado 
escura da aleurona nos graos. Sem esse alelo, a aleurona e amare- 
lo-clara, c Ds e uma mutagao recessiva causada pela insergao de um 
elemento Ds na regiao 5' nao traduzida do gene C, isto e, na regiao 
entre o sftio de inicio da transcrigao e o primeiro codon na sequencia 
codificadora do polipeptidio. Cepas endogamicas de milho homozigo- 
tas para essa mutagao produzem graos amarelo-ctaros, assim como 
as cepas endogamicas homozigotas para delegao do gene C (c A ). Um 
melhorista de milho cruza uma cepa endogamica c 0s c 0s como genitor 
feminino com uma cepa endogamica c A c A como genitor masculi- 
no. Entre os graos da F., ele ve muitos que tern areas de tecido ro- 
xo-amarronzado na aleurona amarelo-clara. (a) Explique o fenotipo 
da F r (b) Voce esperaria esse fenotipo se o elemento Ds fosse inserido 
em algum ponto da sequencia codificadora do gene C? 

FATOS E CONCEITOS 

1. Ds, o membro nao autonomo da famflia de transposons Ac/Ds, 
so se desloca na presenga de Ac, o membro autonomo. 

2. A regiao 5' nao traduzida de um gene nao contem codons para 
aminoacidos no polipeptidio especificado pelo gene. 

3. A insergao de um transpdson em um gene pode interferir com 
a expressao dos genes. 

4. A excisao de um transposon geralmente deixa no minimo uma 
parte da duplicagao do sftio-alvo criada quando o transpdson foi 
inserido. 

ANALISE E SOLUCAO 

a. Para explicar o fenotipo F r observamos que a expressao do 
alelo c ys e perturbada por uma insergao de Ds na regiao 5' 


nao traduzida do gene C. Se esse elemento Ds fosse excisado, 
a expressao dos genes poderia ser restaurada. Quando cruzou 
as duas cepas endogamicas, o melhorista de milho cruzou 
involuntariamente uma cepa com insergao Ds no gene C com 
uma cepa que tinha um elemento Ac crlptico. A aleurona 
triploide nos graos da F. era necessariamente c 0s c Di c A (Ac). As 
duas copies do alelo c 0s eram derivadas da parte feminina, e a 
unica copia do alelo com delegao c A e a unica copia de Ac eram 
derivadas da parte masculina. Nesse genotipo hibrido, Ac pode 
ativar o elemento Ds, causando sua excisao do gene C. Como 
o elemento foi inserido no DNA nao codificador, espera-se 
que sua excisao restaure a expressao do gene C. Portanto, se 
as celulas nas quais ocorrem essas excisoes derem origem ao 
tecido da aleurona, esse tecido sera roxo-amarronzado em um 
grao amarelo-claro. 

b. As excisoes de Ds raramente sao precisas. Em geral, varios 
nucleotfdios na sequencia de genes ao redor do sftio de inser¬ 
gao Ds sao duplicados ou deletados quando o elemento Ds e 
excisado. Por exemplo, com frequencia o elemento Ds deixa 
a duplicagao do sftio-alvo gerada quando e inserido em um 
gene - um tipo de marca do transposon. Esses nucleotfdios 
adicionais nao tendem a interromper a expressao genica se 
estiverem localizados na regiao 5' nao traduzida dos genes, que 
nao contem nenhuma informagao codificadora. No entanto, se 
estiverem localizados na regiao codificadora dos genes, tendem 
a causar graves problemas. Eles poderiam alterar o compri- 
mento ou a composigao do polipeptidio codificado pelo gene. 
Assim, a excisao de um elemento Ds da sequencia codificadora 
do gene C provavelmente nao restaurara a fungao desses genes. 
Com essa insergao Ds, nao esperariamos ver areas de tecido 
roxo-amarronzado nos graos da F .. 


gao da University of Wisconsin, comeqou a estudar mu La- 
goes induzidas em hfbridos disgenicos. Em 1979, Engels 
constatou uma mutagao especifica com alta frequencia 
de reversao para o tipo selvagem. Essa instabilidade, que 
e reminiscente do comportamento de mutagoes induzi- 
das por IS em E. coli, foi um forte indfcio da participagao 
de um elemento transpomvel. 

A descoberta por Michael Simmons e Joling Lim das 
mutagoes induzidas por disgenesia no gene white pos- 
sibilitou o teste da hipotese do transposon. Em 1980, 
Simmons e Lim, trabalhando, respectivamente, em 
Minnesota e Wisconsin, enviaram as mutagoes white re- 
cem-descobertas a Paul Bingham, geneticista da Caroli¬ 
na do Norte. Bingham e sen colaborador, Gerald Rubin, 
um geneticista de Maryland, haviam acabado de isolar o 
DNA do gene white. Usando esse DNA como sonda, Bin¬ 
gham e Rubin conseguiram isolar o DNA dos alelos while 
mutantes e compara-lo ao DNA while de tipo selvagem. 
Em cada mutagao, eles constataram qtte um pequeno 
elemento havia sido inserido na regiao codificadora do 
gene white. Outros experimentos mostraram que esses 
eiementos estao presentes em multiplas copias e em dife- 


rentes locais nos genomas de cepas P; no entanto, estao 
totalmente ausentes dos genomas das cepas M. Portanto, 
os geneticistas comegaram a denominar esses transpo¬ 
sons cepa-especfficos de eiementos P. 

A analise da sequencia de DNA mostrou que os eie¬ 
mentos P variant de tamanho. Os maiores eiementos tern 
2.907 pares de nucleotfdios, entre eles repetigoes inverti- 
das terminais de 31 pares de nucleotfdios. Esses eiemen¬ 
tos P completes tern um gene que codifica uma transposase. 
Quando a transposase de P cliva o DNA per to das extre- 
midades de um elemento P complete), pode deslocar esse 
elemento para um novo local no genoma. Os eiementos 
P incompletos (Figura 17.10) nao sao capazes de produzir a 
transposase porque algumas de suas sequencias internas 
sao deletadas; no entanto, suas sequencias terminais e 
subterminais sao reconhecidas pela transposase. Conse- 
quentemente, esses eiementos podem ser mobilizados se 
houver um elemento completo produtor de transposase 
em algum ponto do genoma. 

Em hfbridos disgenicos, so ha transposigao de eie¬ 
mentos P nas celulas da linhagem germinativa. Essa res- 

o o 

trigao se deve a incapacidade das celulas somaticas de 
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Elemento P completo - todas as sequencias presentes 


2.907 pn 

_ a _ 

Gene da transposase 



Repeticoes terminals invertidas de 31 pn 


Elementos P incompletos - ausencia de sequencias internas 



■ FlGUl A 17 10 Estrutura de elementos P em Drosophila mostrando 
as orientagoes e os comprimentos (em pares de nucleotidios, pn) das 
sequencias de DNA. 

remover urn dos mtrons do pre-mRNA do elemento P. 
Quando traduzido, esse RNA incompletamente recom- 
posto produz urn polipeptfdio que nao tem a capacidade 
da transposase de catalisar o inovimento do elemento P. 


Por conseguinte, as celulas somaticas sao poupadas dos 
danos decorrentes da atividade do elemento P. A disge- 
nesia hfbrida e, por tan to, urn fenomeno que so ocorre na 
linhagem germinativa. 

As celulas da linhagem germinativa de Drosophila 
lambent tem mecanismos para minimizar os danos que 
podem ser causados pelos elementos P. O mecanismo 
mais eficaz conta com a participagao de moleculas de 
RNA derivadas dos proprios elementos P. Esses RNA 
formant complexos com um grupo especial de protef- 
nas, que recebem o estranho nonie de proteinas Piwi; 
portanto, sao designados como RNA de inleragao com 
a protefna Piwi ou piRNA. As femeas das cepas P pro- 
duzem esses piRNA e transmitem-nos para a prole no 
citoplasma dos ovocitos. Uma vez na prole, os piRNA 
reprimem a atividade do elemento P na linhagem ger¬ 
minativa e impedem a disgenesia hfbrida. Portanto, a 
transmissao materna dos piRNA repressores explica por 
qtie as proles de cruzamentos entre femeas P e machos 
M e entre femeas P e machos P nao sao disgenicas. O 
lexto no quadro O futuro: Pequenos RNA reprimem 
a atividade do elemento P destaca algumas das desco- 
bertas recentes sobre esse mecanismo de regulagao de 
transposons. 


gJfUfURO 

PEQUENOS RNA REPRIMEM A 
ATIVIDADE DO ELEMENTO P 

descoberta de que os elementos P causam disgenesia hf¬ 
brida suscita duas questoes basicas. Por que a disgenesia 
nao ocorre nos tecidos somaticos? E por que nao ocorre 
em moscas cujas maes sao originadas de uma cepa P? Os geneti- 
cistas responderam a primeira questao em 1986, quando apren- 
deram que a transposase do elemento P nao e produzida em ce¬ 
lulas somaticas. Sem transposase para catalisar o movimento, os 
elementos P continuam inativos nas celulas somaticas. A segunda 
questao foi respondida ha menos tempo, quando os geneticistas 
aprenderam que as moscas de cepas P produzem pequenos RNA 
que interferem na atividade do elemento P. 

As analises geneticas mostraram que a repressao da disgenesia 
hfbrida na linhagem germinativa esta correlacionada com a pre- 
senga de um elemento P em um sftio no genoma de Drosophila - o 
telomero esquerdo do cromossomo X. Muitas moscas em popu¬ 
lates naturais tem esse tipo de elemento P e reprimem muito 
bem a disgenesia. Portanto, um elemento P telomerico ligado ao 
X parece ter um poder quase magico de controlar todos os outros 
elementos P no genoma, onde quer que estejam localizados. No 
entanto, um elemento Ptelomerico ligado ao X so tem efeito se for 
herdado da mae. Um elemento P telomerico herdado do pai perde 
a capacidade de evitar a disgenesia hfbrida. 

Por que o elemento P telomerico herdado da mae e tao espe¬ 
cial? O elemento e inserido em um sftio no genoma que produz 
piRNA. Muitos loci diferentes produzem piRNA, mas o telomero 
esquerdo do cromossomo X e uma fonte importantfssima. Quando 



um elemento P e inserido nesse locus, gera piRNA P-especfficos 
- isto e, piRNA constitufdos de sequencias de elemento P. Esses 
RNA tem 23 a 29 nucleotidios e podem ter sequenda sense ou 
antisense. Alem disso, esses piRNA sao transmitidos da mae no ci¬ 
toplasma de ovocitos de Drosophila. Assim, uma femea que tem 
um elemento P telomerico pode produzir piRNA P-especfficos e 
transmiti-los para a prole. 

Qual e o significado dessa capacidade materna? Na prole, os 
piRNA com sequencias antisense representam claramente uma 
ameaqa a expressao do gene da transposase do elemento P. Na 
linhagem germinativa, esse gene e transcrito em pre-mRNA, que e 
recomposto para format um mRNA codificador da transposase P. 
Mas se os piRNA antisense formarem pares de bases com o mRNA, 
a traduqao do mRNA sera bloqueada. O que ainda e pior, as molecu¬ 
las duplas de piRNA-mRNA podem induzir o mecanismo celular a 
destruir o mRNA. Em qualquer caso, a transposase do elemento P 
nao sera produzida, e sem ela, nenhum dos elementos P no genoma 
pode se mover.Assim, os piRNA de heranqa materna gerados a partir 
do elemento P telomerico evitam a disgenesia hfbrida. 

Essas descobertas provocaram muitas duvidas novas. Como o 
locus telomerico produz piRNA com sequencias sense e antisense ? 
Como os piRNA sao transmitidos pelo citoplasma do ovocito? 
Ha participagao das proteinas Piwi? Qual e o estado do locus de 
piRNA em machos? Esta ativo ou inativo? Se inativo, pode ser 
reativado se o locus for transmitido para uma femea? Ha geragao 
de piRNA P-especfficos em celulas somaticas? Os piRNA com dife¬ 
rentes especificidades controlam o movimento de outros tipos de 
elementos transponfveis em Drosophila? O mecanismo do piRNA 
opera em outros organismos? 
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PONTOS ESSENCIAIS • O elemento transponivel Ds do milho, descoberto por causa de sua capacidade de quebrar 

cromossomos, e ativado por outro elemento transponivel, Ac, que codijica uma transposase 

* Os elementos P transponiveis sao responsdveis pela disgenesia hibrida, uma sindrome de 
anormalidades da linhagem germinativa que ocorre na prole de cruzamentos entre cepas P e M 
de Drosophila 

• Na linhagem germinativa, a atividade do elemento P e controlada por pequenos RNA 
(piRNA) derivados dos proprios elementos P. 


Retrovirus e retrotransposons 

Os retrovirus e os elementos transponiveis relacionados 
usam a enzima transcriptase reversa para copiar o RNA 
em DNA. Em seguida, as copias de DNA sao inseridas em 
diferentes posigoes no DNA genomico. 

Alem dos transposons de “cortar e colar”, como Ac e 
P, os genomas eucarioticos contem elementos transpo¬ 
niveis cujo movimento depende da transcrigao reversa 
de RNA em DNA. Essa inversao do fluxo de informa- 
goes geneticas levou os geneticistas a denominarem 
esses elementos retrotransposons, cujo prefixo originado 
do latim significa “para tras”. A transcrigao reversa tam- 
bem tern um papel crucial nos ciclos vitais de alguns 
virus. Os genomas desses virus sao constituidos de RNA 
unifilamentar. Quando urn desses virus infeeta uma ce- 
lula, seu RNA e copiado em DNA bifilamentar. Como 
as informagoes geneticas passam do RNA para o DNA, 
esses virus sao denominados retrovirus. Iniciaremos nossa 
investigagao dos retrotransposons com uma analise dos 
retrovirus. Mais tarde, analisaremos as duas principais 
classes de retrotransposons. 

RETROVIRUS 

Os retrovirus foram descobertos pelo estudo das causas 
de alguns tipos de tumores em galinhas, gatos e camun- 
dongos. Em cada caso, um virus de RNA foi implicado na 
geragao do tumor. Um avango importante na compreen- 
sao dos ciclos vitais desses virus ocorreu em 1970, quan¬ 
do David Baltimore, Howard Temin e Satoshi Mizutani 
descobriram uma DNA polimerase RNA-dependente — 
isto e, uma transcriptase reversa, que possibilita que esses 
virus copiem RNA em DNA. Essa descoberta deu origem 
a pesquisa sobre o processo de transcrigao reversa e possi- 
bilitou vislumbrar o que poderia ser denominado “retro- 
mundo” - a vasta colegao de sequencias de DNA deriva- 
das da transcrigao reversa. Agora sabemos que a transcri¬ 
gao reversa e responsavel pelo povoamento dos genomas 
com muitos tipos de sequencias de DNA, entre elas, e 
claro, os retrovirus. Portanto, a descoberta da transcrip¬ 
tase reversa abriu uma visao para um componente dos 
genomas nunca explorado. 

Muitos tipos diferentes de retrovirus foram isola- 
dos e identificados. No entanto, o epitome e o virus da 


imunodefiriSncia humana (HIV), causador da sindrome de 
imunodeficienria adquirida (AIDS), doenga que acomete deze- 
nas de milhoes de pessoas. A AIDS foi detectada pela pri- 
meira vez no ultimo quarto do seculo 20. E uma doenga 

V 

grave do sistema imune. A medida que avanga, a pessoa 
perde a capacidade de combater infeegoes por diversos 
patogenos, entre eles organismos que normalmente sao 
benignos. Sem tratamento, os individuos infectados su- 
cumbem a essas infeegoes e acabam por morrer. A AIDS e 
transmitida de um individuo para outro por liquidos cor- 
porais, como sangue ou semen, contaminados pelo HIV. 
Os sintomas iniciais da doenga assemelham-se aos da 
gripe. Os individuos infectados apresentam dor, febre e 
fadiga. Apos algumas semanas, esses sintomas diminuem 
e a saude aparentemente e restaurada. Esse estado assin- 
tomatico pode durar varios anos. O virus, porem, conti- 
nua a se multiplicar e a se disseminar por todo o corpo, 
direcionado para celulas especializadas que tern papeis 
importantes no sistema imune. Por fim, a deplegao des¬ 
sas celulas pela agao destruidora do virus e tao intensa 
que o sistema imune falha e os patogenos oportunistas 
se impoem. Pode haver muitos tipos de doengas, como 
a pneumonia. A AIDS e uma importante causa de morte 
em subpopulagoes de muitos paises — por exemplo, em 



- e, na Africa Subsaariana, e uma importante causa de 
morte na populagao em geral. 

Por causa dessa letalidade e do estado pandemico, o 
HIV/AIDS foi objeto de numerosissimas pesquisas. Um 
resultado desse esforgo foi a compreensao detalhada do 
ciclo vital do HIV (Figura 17.11). O virus esferico entra 
em uma celula hospedeira por interagao com os recep- 
tores CD4, proteinas receptoras especificas locaiizadas 
na superficie celular. Essa interagao e mediada por uma 
glicoproteina (uma proteina ligada a agucares) denomi- 
nada gpl20, inserida na membrana lipidica que circun- 
da a particula viral. Depois que gpl20 liga-se ao receptor 
CD4, ha fusao das membranas viral e celular e a particu¬ 
la viral entra na celula. Dentro da celula, a membrana 
lipidica e a capsula proteica que circundam a particula 
viral sao removidas, e as substancias do ceme viral sao 
liberadas no citoplasma celular. Esse cerne contem duas 
moleculas de RNA unifilamentares identicas - o genoma 
viral - e um pequeno numero de proteinas que facilitam 
a replicagao do genoma, o que inclui duas moleculas da 
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transcriptase reversa viral, uma ligada a cada filamento 
de RNA viral. 

A transcriptase reversa do HIV - e outras transcrip¬ 
tases reversas — converte o RNA unifilamentar em DNA 
bifilamentar. As moleculas de DNA bifilamentares sao 
inseridas em posigoes aleatorias nos cromossomos da ce- 


lula infectada, efetivamente povoando o genoma dessa 
celula com muitas copias do genoma viral. Essas copias 
podem ser transcritas pelas RNA polimerases celulares 
corauns para produzir uma grande quantidade de RNA 
viral, que serve para orientar a sintese de proteinas virais 
e tambem oferece RNA genomico para a montagem de 


Ceme viral 



RNA viral 
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0 HIV liga-se a celula-aIvo por interacao entre a proteina viral gpl20 e a proteina receptora celular CD4. 

Ha fusao das membranas viral e celular, o que possibiiita a entrada do ceme viral na celula. 

0 RNA e as proteinas associadas sao liberados do cerne viral. 

A transcriptase reversa catalisa a sintese de DNA viral bifilamentar a partir do RNA viral unifilamentar no citoplasma. 

A integrase catalisa a insercao do DNA viral no DNA celular no nucleo. 

A RNA polimerase celular transcreve o DNA viral em RNA viral. 

Parte do RNA viral serve como mRNA para a sintese de proteinas virais. 

Parte do RNA viral forma os genomas dos virus da prole. 

As particulas virais da prole sao montadas perto da membrana celular. 

As particulas virais da prole sao expeiidas da celula por brotamento. 

As particulas virais da prole estao livres para infectar outras celulas. 

fi FIGURA 17.11 O ciclo vital do HiV. O detalhe mostra particulas virais brotando de uma celula. 
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novas particulas virais. Essas particulas sao expelidas da 
celula por um processo de brotamento atraves da mem- 
brana celular. As particulas expelidas podem inf ectar ou- 
tras celulas por interagao com os receptores CD4 em suas 
superficies. Desse modo, o material genetico do HIV e 
replicado e disseminado em uma populagao de celulas 
imunes suscetfveis. 

O genoma do HIV, que tern um pouco mais de 10 qui- 
lobases, contem varios genes. Tres desses genes, denomi- 
nados gag, pol e env, sao encontrados em todos os outros 
retrovirus. O gene gag codifica protefnas da particula 
viral; o gene pol codifica a transcriptase reversa e outra 
enzima denominada integrase, que catalisa a insergao da 
forma DNA do genoma do HIV nos cromossomos de uma 
celula hospedeira; e o gene env codifica as glicoproteihas 
inseridas no envoltorio lipfdico do virus. 

Vamos analisar mais de perto a replicagao do genoma 
do HIV (Figura 17.12) . Esse processo, catalisado pela trans¬ 
criptase reversa, comega com a srntese de um filamento 
unico de DNA complementar ao RNA unifilamentar do 
genoma viral. E iniciado por um tRNA complementar a 
uma sequencia denominada PBS (primer binding site, sitio 
de ligagao do iniciador) situada a esquerda do centro no 
RNA do HIV (etapa 1 na Figura 17.12). Esse tRNA e em- 
pacotado ja ligado a PBS no cerne do HIV. Depois que 
a transcriptase reversa catalisa a srntese da extremidade 
3' do DNA viral, a ribonuclease H (RNase H) degrada o 
RNA genomico no duplex de RNA-DNA (etapa 2). Essa 
degradagao deixa a sequencia repetida (R) do filamento 
de DNA nascente livre para se hibridizar com a sequencia 
R na extremidade 3' do RNA do HIV. O resultado final 
e que a regiao R do filamento de DNA nascente “salta” 
da extremidade 5' do RNA do HIV para a extremidade 
3' do RNA do HIV (etapa 3). Em seguida, a transcriptase 
reversa estende a copia do DNA usando como molde a 
regiao 5' do RNA do HIV (etapa 4). 

Na etapa 5, a RNaseH degrada todo o RNA no duplex 
de RNA-DNA, exceto uma pequena regiao, o trato de 
polipurina (PPT), constituido principalmente das puri- 
nas adenina e guanina. Esse trato de polipurina e usado 
para iniciar a srntese do segundo filamento de DNA de 
parte do genoma do HIV (etapa 6). Depois que o tRNA 
e o RNA genomico presentes nos duplex de RNA-DNA 
sao removidos (etapa 7), ha um segundo “salto” do DNA 
durante o qual o PBS na extremidade 5' do segundo fila¬ 
mento de DNA hibridiza-se com o PBS complementar na 
extremidade 5' do primeiro filamento de DNA (etapa 8). 
As terminagoes 3'-hidroxila dos dois filamentos de DNA 
sao usadas para iniciar a srntese de DNA a fim de concluir 
a srntese do DNA bifilamentar do HIV (etapa 9). Obser¬ 
ve que a conversao do RNA viral em DNA viral produz 
sequencias de assinatura nas duas extremidades da mo- 
lecula de DNA. Essas sequencias, denominadas repetigoes 
terminals longas (LTR), sao necessarias para integragao do 
genoma viral ao DNA da celula hospedeira. 

A integragao (Figura 17.13) do DNA viral e catalisada 
pela enzima integrase, que tern atividade de endonucle¬ 
ase. Primeiro, a integrase produz o recuo das extremida¬ 
des 3' no DNA do HIV por cortes unifilamen tares perto 


das extremidades das duas LTR (etapa 1). Em seguida, 
essas extremidades recuadas sao usadas para ataques ca- 
talisados por integrase das ligagoes fosfodiester em uma 
sequencia-alvo no DNA da celula hospedeira. Esse pro¬ 
cesso resulta na formagao de novas ligagoes fosfodiester 
entre as extremidades 3' do DNA do HIV e os fosfatos 5' 
no DNA do hospedeiro (etapa 2). No estagio final da in¬ 
tegragao, as enzimas de reparo do DNA da celula hospe¬ 
deira preenchem as lacunas unifilamentares e produzem 
um genoma do DNA do HIV inserido de maneira cova- 
lente no DNA cromossomico da celula hospedeira (etapa 
3). Observe que a sequencia-alvo no local de integragao 
e duplicada no processo. O genoma do HIV integrado 
toma-se parte permanente do genoma da celula hospe¬ 
deira, replicando-se como qualquer outro segmento do 
DNA do hospedeiro. 

Retrovirus integrados de muitos tipos diferentes estao 
presen tes nos genomas dos vertebrados, inclusive no nos- 
so proprio. Como sao replicados junto com o restante do 
DNA, esses retrovirus sao transmitidos para as celulas-fi- 
lhas durante a divisao, e se forem integrados as celulas 
da linhagem germinativa, tambem serao transmitidos a 
geragao seguinte por meio dos gametas. Os geneticistas 
chain am de retrovirus endogenos as sequencias de DNA he- 
reditarias derivadas da transcrigao reversa e integragao 
de genomas virais. A maioria dessas sequencias perdeu a 
capacidade de produzir particulas virais infecciosas; por- 
tanto, elas sao remanescentes inocuos de antigas infec- 
goes virais. O HIV nao e um retrovirus endogeno, mas 
poderia se tornar um caso perdesse seu potencial letal e 
fosse transmitido na forma integrada pela linhagem ger¬ 
minativa. 

Agora voltemos a atengao para duas classes de retro- 
transposons: os elementos semelhantes a retrovirus, que 
se assemelham a formas integradas de retrovirus, e os 
retroposons, que sao copias de DNA do RNA poliadeni- 
lado. 

ELEMENTOS SEMELHANTES 
A RETROVIRUS 

Os elementos semelhantes a retrovirus sao encontrados em 
muitos eucariotos diferentes, inclusive em leveduras, 
vegetais e animals. Apesar das diferengas de tamanho e 
de sequencia nucleotfdica, a estrutura basica e igual em 
todos: uma regiao codificadora central flanqueada por 
repetigoes terminals longas (LTR) no mesmo sentido. As 
sequencias repetidas geralmente tem algumas centenas 
de pares de nucleotidios. Por sua vez, cada LTR e limita- 
da por repetigoes invertidas curtas como aquelas encon- 
tradas em outros tipos de transposons. Em vista de suas 
LTR caracterfsticas, os elementos semelhantes a retrovi¬ 
rus as vezes sao denominados retrotransposons LTR. 

A regiao codificadora de um elemento semelhante a 
retrovirus contem um pequeno numero de genes, geral¬ 
mente apenas dois. Esses genes sao homologos aos genes 
gag e pol encontrados em retrovirus; gag codifica uma 
protema estrutural da capsula viral, e pol codifica uma 
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■ FIG LIRA 17.12 Conversao de RNA genomico do HIV em DNA bifilamentar. R, sequencia repetida; U5, sequencia unica perto da terminagao 
5'; U3, sequencia unica perto da terminagao 3'; PBS, sftio de ligagao do iniciador; A n , cauda poli(A) sequences gag, pol e env, codificadoras de 
protemas do HIV; PPT, trato de polipurina rico em adenina e guanina; LTR, repetigao terminal longa. As setas tracejadas indicam a diregao da 
sintese de DNA em cada etapa do processo. 
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protema transcriptase reversa/integrase. Os retrovirus 
tem um terceiro gene, env, que codifica uma protefna 
componente do envoltorio viral. Nos elementos seme- 
lhantes a retrovirus, as protemas gag e pol tem papeis 
importantes no processo de transposigao. 

Um dos elementos semelhantes a retrovirus mais bem 
estudados e o transposon Tyl da levedura Saccharomyces 
cereuisiae. Esse elemento tem aproximadamente 5,9 qui- 
lopares de bases; suas LTR tem cerca de 340 pares de ba- 
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■ FSGURA 17.13 Integrate do DNA bifilamentar do HIV ao DNAcro- 
mossomico da celula hospedeira. 


ses e isso cria uma duplicagao do sitio-alvo de 5 pb apos 
a insergao em um cromossomo. A maioria das cepas de 
leveduras tem por volta de 35 copias do elemento Tyl em 
seu genoma. Os elementos Tyl so tem dois genes, TyA 
e TyB, que sao homologos aos genes gag e pol dos retro¬ 
virus. Estudos bioqufmicos mostraram que os produtos 
desses dois genes podem formar partfculas semelhantes 
a virus no citoplasma das celulas de levedura. A trans¬ 
posigao de elementos Tyl implica transcrigao reversa de 
RNA (Figura 17.14). Depois que o RNA e sintetizado a par¬ 
ti r do DNA de Tyl, uma transcriptase reversa codificada 
pelo gene TyB usa-o como molde para produzir DNA bi¬ 
filamentar, provavelmente nas partfculas semelhantes a 
virus. Depois, o DNA recem-sintetizado e transportado 
para o nucleo e inserido em algum ponto do genoma, 
criando um novo elemento Tyl. 

Tambem f'oram encontrados elementos semelhantes a 
retrovirus em Drosophila. Um dos primeiros identificados 
e denominado copfaporque produz quantidades copiosas 
de RNA. O elemento copia e estruturalmente semelhante 
ao elemento Tyl do levedura. O elemento gypsy, outro 
retrotransposon de Drosophila, e maior que o elemento 
copia porque contem um gene semelhante ao gene env 
de retrovirus. Os elementos copia e gypsy f’ormam partfcu¬ 
las semelhantes a virus dentro das celulas de Drosophila - , 
no entanto, somente as partfculas que contem RNA gypsy 
podem deslocar-se atraves das membranas celulares, pos- 
sivelmente porque tambem contem o produto do gene 
env de gypsy. Portanto, o elemento gypsy parece ser um re¬ 
trovirus genufno. Muitas outras famflias de transposons 
semelhantes a retrovirus foram encontradas em Drosophi¬ 
la, mas suas atividades sao pouco compreendidas. 
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FiGURA 17,14 Transposigao do elemento Tyl de levedura. 
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RETROPOSONS 

Os retroposons, ou retrotransposons nao LTR, sao uma classe 
grande e de distribuigao ampla de retrotransposons, entre 
eles os elementos F, G e / de Drosophila e varios tipos de ele- 
mentos em mamiferos. Esses elementos movem-se atraves 
de uma molecula de RNA que e transcrita de maneira re- 
versa em DNA, geralmente por uma proteina codificada 
pelos proprios elementos. Em bora criem uma duplicagao 
do sitio-alvo quando se inserem em um cromossomo, nao 
tern repetigoes invertidas nem diretas como partes integran- 
tes de suas terminagoes. Em vez disso, sao distinguidos por 
uma sequencia homogenea de pares de bases A:T em uma 
extremidade. Essa sequencia e derivada da transcrigao re- 
versa da cauda poli(A) acrescentada perto da extremidade 
3 ' do RNA do retroposon durante sua maturagao. Portanto, 
os retroposons integrados apresentam um vestigio de sua 
origem como transcritos reversos de RNA poliadenilados. 

Em Drosophila, ha retroposons especiais nas extremi- 
dades (telomeros) dos cromossomos, que desempenham 
a fungao crucial de repor o DNA perdido por replicagao 
incompleta do cromossomo. A cada ciclo de replicagao 
do DNA, um cromossomo torna-se mais cur to. O encur- 


tamento ocorre porque a DNA polimerase so se move em 
um sentido, acrescentando nucleotidios a extremidade 
3' de um iniciador (Capitulo 10). Em geral, o iniciador e 
RNA e quando e retirado resta uma regiao unifilamentar 
na extremidade do duplex de DNA. No proximo ciclo 
de replicagao, o filamento deficiente produz um duplex 
mais curto que o original. A medida que esse processo 
continua, ciclo apos ciclo, o cromossomo perde material 
de sua extremidade. 

Para compensar essa perda, a Drosophila desenvolveu 
um mecanismo curioso com a participagao de no minimo 
dois retroposons diferentes, um denominado HeT-A e o 
outro, TART (do ingles, telomere-associated retro teans- 
poson, retrotransposon associado ao telomero). Mary 
Lou Pardue, Robert Levis, Harald Biessmann, James Ma¬ 
son e seus colegas mostraram que esses dois elementos 
transpoem-se preferencialmente para as extremidades 
dos cromossomos, alongando-os em varias quilobases. 
Por fim, as sequencias transpostas sao perdidas por re¬ 
plicagao incompleta do DNA, mas depois ha uma nova 
transposigao para restaura-los. Portanto, os retroposons 
HeT-A e TART tem a importante fungao de regenerar as 
extremidades cromossomicas perdidas. 


PONTOS ESSENCIAIS * 




* 




Os genomas dos retrovirus sao constiiuidos de RNA unifilamentar que formam ires genes: 
gag (codificagdo deproteinas estruturais daparticula viral), pol (codificagdo de uma protei¬ 
na transcriptase reversa/integrase) e env (codificagdo de uma proteina inserida no envoltorio 
lipidico do virus) 

O retrovirus HIV humano infecta celulas do sistema imune e causa AIDS, uma doenga que 
pode ser fatal 

Os elementos semelhantes a retrovirus tem genes homologos a gag e pol, mas nao a env 

Os elementos semelhantes a retrovirus e as formas de DNA de retrovirus inseridas em 
cromossomos celulares sao demarcados por sequencias de repetigdo terminal longa (LTR) 

Os retroposons nao tem LTR; no entanto, em uma extremidade eles tem uma sequencia de 
pares de bases A:T derivada da transcrigao reversa de uma cauda poli(A) fixada ao RNA do 
retroposon 

Os retivposons HeT-A eTART sao componentes das extremidades dos cromossomos de Drosophila. 


Elementos transponfveis em seres humanos 


O genoma humano e povoado por uma diversidade de 
elementos transponfveis que, juntos, representam 44% 
de todo o DNA humano. 

Com o sequenciamento do genoma humano, agora e 
possfvel avaliar o significado dos elementos transpomveis 
em nossa propria especie. No minimo 44% do DNA hu¬ 
mano e derivado de elementos transponfveis, inclusive 
de elementos semelhantes a retrovirus (8% do genoma 
sequenciado), retroposons (33%) e varias famflias de 
elementos cuja transposigao ocorre pelo mecanismo de 
“cortar e colar” (3%). 

O principal elemento transponfvel e um retroposon co- 
nhecido como LI. Esse elemento pertence a uma classe de 
sequencias conhecidas como elementos nucleares intercalados 


longos (LINE). Os elementos LI completes tem cerca de 6 kb, 
eles tem um promotor interno que e reconhecido pela 
RNA polimerase II e tem duas matrizes abertas de leitura: 
ORF1, que codifica uma proteina de ligagao a acidos nu- 
cleicos, e ORF2, que codifica uma proteina com atividades 
de endonuclease e transcriptase reversa. O genoma huma¬ 
no contem entre 3.000 e 5.000 elementos LI completos. 
Alem disso, contem mais de 500.000 elementos LI trunca- 
dos nas extremidades 5'; esses elementos LI incompletos 
nao tem atividade de transposigao. Cada elemento LI no 
genoma, completo ou incompleto, geralmente e flanque- 
ado por uma curta duplicagao do sitio-alvo. 

A transposigao de Li requer a transcrigao de um ele¬ 
mento LI completo em RNA e a transcrigao reversa desse 
RNA em DNA (Figura 17.15). Os dois processos ocorrem 
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O 0 RNA de LI e seus polipeptidios associados entram no nucieo. 


Or 0 polipeptidio 0RF2 corta um filamento de uma molecula de DNA cromossomico, e a extremidade 3' da cauda poli(A) no RNA 
de LI e justaposta ao lado 5' do DNA cortado. 

0 polipeptidio 0RF2 exerce sua atividade de transcriptase reversa e sintetiza um filamento simples de DNA usando o RNA de LI 
como molde. A extremidade 3' do DNA cromossomico cortado serve como iniciador dessa sintese de DNA. 

,\A/> 

0 filamento simples de DNA recem-sintetizado encaixa-se entre os dois lados do DNA cromossomico cortado. Simuitaneamente, o 
RNA de LI e eliminado, e o outro filamento de DNA cromossomico e cortado para possibilitar a sintese de um segundo filamento 
de DNA (linha tracejada), complementar a sequencia de LI, na direcao indicada pela seta fina. Todos os cortes sao reparados 
para ligar o elemento LI recem-inserido ao DNA cromossomico. 



■ FIGURA 17.15 Mecanismo hipotetico de transposicao de elementos L7 nogenoma humane. O elemento L7 deaproxlmadamente 6 kbcontem 
duas matrizes abertas de leitura, ORF1 e ORF2, transcritas a partir de um promoter comum (P). O polipeptidio codificado por ORF1 continua 
associado ao RNA de LI e pode ser responsavel peio retorno do RNA ao nucleo. O polipeptidio codificado por ORF2 tern no mini mo duas 
fungdes cataliticas. Primeiro, e capaz de clivar os filamentos de DNA; portanto, e uma endonuclease. Em segundo tugar, e capaz de sintetizar 
DNA a partir de um molde de RNA; portanto, e uma transcriptase reversa. O tamanho da nova insergao de L7 dependera da distanda percorrida 
pela transcriptase reversa ao longo do molde de RNA de L7. Se nao chegar a extremidade 5', a insergao sera incompleta. Insergoes incompletas 
geralmente nao tern promotores funcionais e, portanto, nao produzem RNA de LI para futuras transposigoes. 
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no nucleo. No entanto, antes da transcrigao reversa, o 
RNA de LI atravessa o citoplasma, onde e traduzido em 
polipeptfdios que aparentemente permanecem associa- 
dos a ele quando volta ao nucleo. O polipeptfdio codifi- 
cado por QRF2 tem fungao de endonuclease que catalisa 
a clivagem de um filamento do duplex de DNA em um 
future sitio de insergao em um cromossomo. Entao, a ex- 
tremidade 3' desse filamento de DNA clivado atua como 
iniciador da srntese de DNA usando o RNA de LI como 
molde e a atividade de transcriptase reversa do polipep- 
ddio ORF2. Desse modo, e sintetizada uma sequencia de 
DNA de LI no ponto do cromossomo em que o polipeptl- 
dio ORF2 introduziu um corte unifilamentar. O DNA de 
LI recem-sintetizado e duplicado por srntese adicional 
de DNA, e o produto bifilamentar e integrado de modo 
covalente ao cromossomo para criar um novo elemento 
LI. As vezes a regiao 5' do RNA de LI nao e copiada em 
DNA. Quando isso acontece, a insergao de LI nao tem se¬ 
quencias 5 , o que inclui o promotor, e e incapaz de gerar 
RNA por transcrigao comum. Assim, esses elementos LI 
incompletos nao terao atividade de transposigao. 

As copias transpostas de determinados elemento 
LI completos foram descobertas pela analise de indivi- 
duos com doengas geneticas como hemofilia e distrofia 
muscular. A raridade desses casos sugere que a frequencia 
da transposigao de LI em seres humanos e baixa. Dois 
outros tipos de sequencias LINE, L2 (315.000 copias) e 
L3 (37.000 copias), sao encontrados no genoma huma- 
no; no entanto, nenhum desses elementos tem atividade 
de transposigao. 

Os elementos nucleares intercalados curtos (SINE) sao a segun- 
da classe mais abundante de elementos transponfveis no 
genoma humano. A maioria desses elementos tem me- 
nos de 400 pares de bases e nao codifica protemas. Assim 


como todos os retroposons, eles tem uma sequencia de 
pares de bases A:T em uma extremidade. O processo de 
transposigao dos SINE requer a transcrigao reversa de um 
RNA transcrito a partir de um promotor interno. Embo- 
ra nao se compreendam bem os detalhes do processo de 
transposigao, parece que a transcriptase reversa necessaria 
para a srntese de DNA a partir do RNA do SINE e forneci- 
dapor um elemento tipo LINE. Assim, os SINE dependem 
dos LINE para se multiplicar e inserir no genoma. Nesse 
aspecto, eles podem ser considerados retroposons que sao 
parasitos dos retroposons autenticos e de fungao autono¬ 
ma como LI. O genoma humano contem tres Iamflias de 
SINE, os elementos Alu, MIR e Ther2/MIR3. Entretanto, 
somente os elementos Alu— que recebem o nome de uma 
enzima que reconhece uma sequencia nucleotidica espe- 
cffica neles - tem atividade de transposigao. 

O genoma humano tem mais de 400.000 sequencias 
derivadas de elementos semelhantes a retrovirus. A 
maioria dessas sequencias e constitufda de LTR solitarias. 
Embora mais de 100 diferentes Iamflias de elementos 
semelhantes a retrovirus tenham sido identificadas no 
DNA humano, apenas algumas parecem ter apresentado 
atividade de transposigao na historia recente da evolu- 
gao. Assim como os LINE e SINE inativos, quase todas as 
sequencias semelhantes a retrovirus humanas sao fosseis 
geneticos remanescentes de um tempo em que apresen- 
tavam atividade de transposigao. 

Os transposons de “cortar e colar” sao um pequeno 
componente do genoma humano. O sequenciamento de 
DNA identificou dois elementos que tem relagao distan- 
te com os elementos Ac/Ds do milho, bem como alguns 
outros tipos de elementos. Todos os dados disponfveis in¬ 
dicam que esses tipos de transposons nao tem atividade 
de transposigao ha milhoes de anos. 


PONTOS ESSENCIAIS • O genoma humano tem quatro tipos bdsicos de elementos transponiveis: LINE, SINE, 

elementos semelhantes a retrovirus e transposons de “cortar e colar ” 

• O LINE LI e o SINE Alu tem atividade de transposigao; outros transposons humanos 
parecem ser inativos. 


Significado genetico e evolutivo dos elementos transponfveis 


Os elementos transponfveis sao usados como instmmen- 
tos pelos geneticistas. Na natureza, participam da evolu- 
gao do genoma. 

TRANSPOSONS COMO MUTAGENOS 

Com frequencia, as mutagoes espontaneas sao conse- 
quencia da atividade do elemento transpomvel. Em Dro¬ 
sophila, por exemplo, muitos alelos mutantes espontane- 
os do gene white sao produzidos por insergoes de trans¬ 
posons. Na verdade, o primeirlssimo alelo mutante de 
white, w 1 , descoberto por T. H. Morgan, foi produzido por 


uma insergao de transposon. Essas observagoes sugerem 
que os transposons sao mutagenos intrlnsecos naturals. 
A medida que percorrem o genoma, causam mutagao de 
genes e quebram cromossomos. 

Os geneticistas exploraram o potencial mutagenico dos 
transposons para romper genes. A mutagenese por transpo¬ 
son iniciou-se nas decadas de 1970 e 1980 com os elemen¬ 
tos Pde Drosophila. Cruzamentos entre machos de cepas P e 
femeas de cepas M produzem hibridos disgenicos nos quais 
os elementos P herdados do pai tomam-se extremamente 
advos. A medida que ha transposigao desses elementos nas 
celulas da linhagem germinativa da prole hfbrida, ocorrem 
mutagoes que podem ser recuperadas pelo cruzamento 
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apropriado dos hibridos. Um pesquisador poderia, por 
exemplo, usar a tecnica CIB de H. J. Muller (Capitulo 13) 
para recuperar mutagoes letais recessivas induzidas por P 
no cromossomo X. Seguindo essa estrategia geral, os gene- 
ticistas obtiveram insergoes do elemento P em uma grande 
parcela dos genes no genoma de Drosophila. 

Outros tip os de transposons foram usados para induzir 
mutagoes nos genomas de nematode os, peixes, camun- 
dongos e varios vegetais. A mutagenese com transposons 
tem uma vantagem em relagao aos metodos tradicionais 
de induzir mutagoes porque um gene que sofreu muta- 
gao pela insergao de um elemento transpomvel e “marca- 
do” com uma sequencia de DNA conhecida. Em seguida, 
o marcador transposon pode ser usado para isolar o gene 
de uma grande mistura heterogenea de DNA usando 
uma sonda derivada de uma versao clonada do transpo¬ 
son. Portanto, a mutagenese por marcagao por transposon e 
uma tecnica genetica de referenda. 

TRANSFORMACAO GENETICA 
COMTRANSP6SONS 

Alguns transposons bacterianos — por exemplo, os trans¬ 
posons compostos e TnJ - levam genes cujos produtos 


nao estao relacionados com a transposigao. Essa observa- 
gao sugere que os transposons poderiam ser usados para 
deslocar diferentes tipos de genes no genoma - na verda- 
de, os genes tornam-se carga do transposon. Tambem se- 
ria possfvel usar transposons para transferir genes entre 
organismos - isto e, para transformar um organismo com 
DNA obtido de outro organismo. 

Essas ideias inspiraram Gerald Rubin e Allan Spra- 
dling a investigar se um transposon poderia levar um 
gene clonado a um organismo. Como caso de teste, eles 
escolheram um dos muitos genes que determinam a cor 
dos olhos em Drosophila. Esse gene, denominado rosy 
(sfmbolo ry), codifica a enzima xantina desidrogenase. 
As moscas que nao tem essa enzima — isto e, mutantes ry 
homozigotos — tem olhos castanhos, ao passo que moscas 
homozigotas para o alelo selvagem ry* tem olhos verme- 
lhos. Rubin e Spradling usaram tecnicas de recombina- 
gao do DNA para inserir o gene ry* em um elemento P 
incomplete que fora clonado em um plasmidio bacteria- 
no (Figure 17.16). Vamos designar esse elemento recom- 
binante de P(ry + ). Em outro plasmidio, eles clonaram um 
elemento P completo capaz de codificar a transposase 
do elemento P. Rubin e Spradling entao injetaram uma 
mistura dos dois plasmidios em embrioes de Drosophila 


y Vetor de elemento P -■ 
incompleto 

DNA exogeno 

ry* : 



Terminacoes do 
Velemento ?/ 

Plasmidio 


,\A/> 

Insercao do DNA exogeno em 


- Elemento P completo - 

L 

\ i 

''Pene da transposase/ 



Terminacoes 


t 


Plasmidio 


um elemento P incompleto em 
plasmidio. 0 inserto tambem 
contem um gene para cor dos 
olhos (ry*) como marcador. 

Em moscas, esse gene produz olhos vermelhos. 


Q insercao de um elemento P 
completo em outro plasmidio. 




Cromossomo 



Drosophila mutante ry~. As 
moscas com mutacao ry- tem 
olhos castanhos (rosy). 


Na linhagem germinativa do 
embriao, a transposase do 
elemento P completo catalisa 
a excisao do elemento P 
incompleto de seu plasmidio. 


r \hfi 

Insercao do elemento P excisado 
em um cromossomo na linhagem 
germinativa do embriao. 


■ FIGURA 17.16 Transformagao genetica de Drosophila usando vetores do elemento P. O DNA exogeno inserido entre terminagdes do elemen¬ 
to Pe integrado ao genoma por meio da agao de uma transposase codificada pelo elemento P completo. As moscas com esse DNA em seus 
genomas podem ser propagadas em culturas de laboratdrio. 
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homozigotos para am alelo ry mutante. Eles esperavam 
que a transposase produzida pelo elemento P complete 
catalisasse o salto do elemento incomplete) de seu plas- 
mtdio para os cromossomos da linhagem germinativa e 
levasse o gene ry + conio carga. Depois do amadurecimen- 
to dos anintais que receberam a injegao, Rubin e Spra- 
dling cruza ram-nos com moscas mutantes ry. Na prole, 
eles encontraram muitas moscas de olhos vermelhos. A 
analise molecular subsequente demonstrou que essas 
moscas de olhos vermelhos tinham o elemento P(ry + ). Na 
verdade, Rubin e Spradling haviam corrigido a cor dos 
olhos do mutante pela insergao de uma copia do gene 
rosy selvagem no genoma da mosca - isto e, eles haviam 
transformado geneticamente moscas mutantes com DNA 
de moscas de tipo selvagem. 

A tecnica desenvolvida por Rubin e Spradling agora 

e usada rotmeiramente para transformar Drosophila com 

DNA clonado. Um elemento P incomplete) serve conio 

velar de Iransformacdo, e um elemento P complete) serve 

como femte de transposase necessaria para inserir o vetor 

nos cromossomos do embriao que recebe a injegao. O 

>■ 

termo velar provem do lalim e significa “o que leva”. E 
usado nesse contexto porque o elemento P incomplete) 
leva um fragmento de DNA ae) genoma. Praticamente 
qualquer sequencia de DNA pode ser posta no vetor e, 
por fim, inserida no animal. 

Infelizmente, e>s elementos P nao sao eficazes como 
vetores de transformagao em outras especies. Ne> entan- 
to, os geneticistas identificaram varios transposons que 
podem ser usados em seu lugar. Por exemplo, o trans¬ 
poson piggyBac de uma mariposa pode servir como ve¬ 
tor de transformagao em muitas especies diferentes, e o 
transposon Sleeping Beauty do salrnao lent boa atividade 
em vertebrados, inclusive em seres humanos, nos quais 
esta sendo desenvolvido como possivel agente para tera- 
pia genica. 

TRANSPOSONS E ORCANIZA^AO 
DO GENOMA 

Algumas regioes genomicas sao especialmente ricas em 
sequencias de transposons, Em Drosophila, por exemplo, 
os transposons sao concentrados na heterocromatina 
centrica e na heterocromatina contfgua a eucromatina 
de cada brago do cromossomo. Muitos desses transpo¬ 
sons, porem, sofreram mutagao ate o ponto em que nao 
podem ser mobilizados; geneticamente, e o equivalente 
a estarem “mortos”. Portanto, a heterocromatina parece 
ser um tipo de cemilerio com elementos transponfveis 
degene rados. 

Alguns dados, principalmente de estudos citologicos 
com Drosophila feitos por Johng Lim, sugerem que os 
elementos transponrveis participant da evolugao da es- 
trutura do cromossomo. Varios transposons de Drosophila 
foram implicados na formagao de rearranjos cromosso- 
micos, e alguns parecem rearranjar os cromossomos com 
alia frequencia. Um mecanismo possivel e o crossing over 
entre transposons homologos localizados em diferentes 
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0 cromossomo forma uma 
alca para que possa haver 
pareamento dos transposons 
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cromossomo 
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A recombinacao entre os 
transposons pareados 
deleta a regiao interposta. 



A 




Cromossomo com delecao da regiao C D E 

■ figura 17 17 Formagao de uma detegao por recombinagao intra- 
cromossomica entre dois transposons no mesmo sentido. 


posigoes em um cromossomo. Se houver pareamento e 
crossing over de dois transposons de sentidos identicos, 
o segmento entre eles sera deletado (Figura 17.17). Voce 
pode explorar as consequencias do crossing over entre 
dois transposons em sentidos opostos em um cromos¬ 
somo em Resolva! Rearranjos cromossomicos mediados 
por transposons. 

Tambem pode haver crossing over entre transposons 
localizados em diferentes cromossomos. Na Figura 17.18 
analisamos um caso em que duas cromatides-irmas parti¬ 
cipant do crossing over. Cada cromatide tern dois transpo¬ 
sons vizinhos no mesmo sentido. O transposon a esquer- 
da em uma cromatide emparelhou-se com o transposon a 
direita na otitra. Um crossing over entre esses transposons 
emparelhados prodtiz duas cromatides com alteragoes 
estruturais, uma nao lent o segmento entre os dois trans¬ 
posons e a outra tern uma copia extra desse segmento. O 
crossing over entre transposons vizinhos pode duplicar ou 
deletar segmentos cromossomicos - ou seja, pode expan- 
dir ou contrair uma regiao do genoma. 

rj o 


Resolva! 


Rearranjos cromossomicos mediados 
por transposons 

Suponha que um cromossomo tenha duas copias de um trans¬ 
poson em sentidos opostos. A ordem dos genes no cromosso¬ 
mo eABCDEFC; um transposon esta [ocalizado entre os 
genes B e C, e o outro esta entre os genes E e F. Se houver pare¬ 
amento dos dois transposons, seguido de um crossing over, qual 
sera a ordem dos genes no cromossomo resultante? A resposta 
depende da posigao dos transposons, de frente um para o outro 
ou apontando em sentidos contrarios? 

► Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io. grupogen. com. br. 
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Cromossomo com dois 
transposons vizinhos 
no mesmo sentido 




Replicacao do cromossmo 
para formar duas 
cromatides-irmas. 





Cromossomo com regiao duplicada 



Cromossomo com 
regiao deletada 


Ha pareamento desiguai 
das cromatides-irmas, e a 

recombinacao mediada 

1 

por transposon produz urn 
cromossomo com uma 
deiecao e outro com uma 

H 

duplicacao. 


I FIGURA 17 18 Origem de duplicagoes e deletes por crossing over desiguai mediado por transposon entre cromatides-irmas. 


PONTOS ESSENCIAIS . 

* 


Os transposons sdo us ados em pesquisa genetica para induzir mutaqoes 

Os transposons sdo us ados como vetores para mover o DNA den tro dos genomas e entre 
genomas 

O crossing over entre transposons pareados pode criar rearranjos cromossdmicos. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Desenhe rim elemento IS bacteriano inserido em 
um plasmfdio circular. Indique as posigoes de (a) 
gene da transposase, (b) repetiroes invertidas ter- 
minais e (c) duplicacao do sftio-alvo. 


Resposta: 


Repeticoes 

invertidas 

terminais 



Duplicacao 
de sftio-alvo 


Gene da transposase 


Plasmfdio 


2. Que fator tem de estar presente no milho para mo- 
bilizar um elemento Ds inserido em um brago do 
cromossomo? 

Resposta: O elemento Ds e mobilizado quando a transpo- 
sase codificada por um elemento Ac atua sobre ele. 
Portanto, e preciso que haja um elemento Ac em 
algum ponto do genoma do milho. 

3. Um geneticista tem duas cepas de Drosophila, Uma, 
um estoque antigo do laboratorio com olhos bran- 
cos, nao tem elementos I\ a outra, recentemente de- 
rivada de moscas de tipo selvagem coletadas em um 
mercado de frulas, tem elementos Pem seu genoma. 
Qual dos cruzamentos a seguir deveria produzir pro¬ 


le hibrida disgenica: (a) femeas de olhos brancos X 
machos de tipo selvagem, (b) machos de olhos bran- 
cos X femeas de tipo selvagem, (c) femeas de olhos 
brancos X machos de olhos brancos, (d) femeas de 
tipo selvagem X machos de tipo selvagem? 

Resposta: (a) femeas de olhos brancos X machos de tipo 
selvagem. As femeas de olhos brancos nao tem ele¬ 
mentos Pem seus genomas e tambem sao incapazes 
de produzir e transmitir os piRNA que poderiam 
reprimir os elementos P na linhagem germinativa 
da prole. Os machos de tipo selvagem lent elemen¬ 
tos P em seus genomas, e tambem sao capazes de 
produzir piRNA repressores. No entail to, os piRNA 
nao sao transmitidos a prole pelos espermatozoi- 
des. Assim, quando os machos de tipo selvagem sao 
cruzados com femeas de olhos brancos, a prole her- 
da elementos Pdo pai e nao herda a capacidade de 
reprimir esses elementos da mae. Essa combinagao 
de fatores possibilita a ativacao de elementos P de 
he ran c a paterna nos tecidos de linhagem germina- 
tiva da prole, com consequente disgenesia hibrida. 

4. Quais sao as semelhancas e as diferengas entre re¬ 
trovirus, elementos semelhantes a retrovirus e re¬ 
tro poso ns? 

Resposta: Os ires tipos de re troele memos us am transcri- 
gao reversa para inserir copias de DNA de seu RNA 
em novos sftios no genoma da celula. Alem disso, a 
enzima (transcriptase reversa) que catalisa a trans- 
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crigao reversa e codificada por todos esses tipos de 
elementos. Nos retrovirus e elementos semelhantes 
a retrovirus, a transcrigao reversa do RNA ocorre no 
citoplasma, enquanto nos retroposons, ocorre no 
nucleo. Os retrovirus e elementos semelhantes a re¬ 
trovirus codificam outra protehia que atua na mon- 
tagem de virus ou partfculas semelhantes a virus no 
citoplasma. Os retroposons codificam uma protema 
diferente, que parece se ligar ao RNA do retroposon 
e transporta-la ale o nucleo, O RNA do retrovirus e 
empacotado em partfculas virais, que podem sair da 
celula. Essa capacidade de safda requer uma protef- 
na codificada pelo gene env no genoina viral. Como 
nem os elementos semelhantes a retrovirus nem os 
retroposons transportam urn gene env, seu RNA nao 
pode ser empacotado para safda da celula. Os retro¬ 


virus sao infecciosos; os elementos semelhantes a re¬ 
trovirus e os retroposons, nao. 

5. Que elemento transponfvel e mais abundante no 
genoma liumano? 

Resposta: O LINE conhecido como LI e o transposon 
humano mais abundante. Representa aproximada- 
mente 17% de todo o DNA liumano. 

6. Como dois transposons da mesma famflia pode- 
riam causar delegao do DNA entre eles em um cro- 
mossomo? 

Resposta: Os dois transposons precisariam ter o mesmo 
sentido. O pareamento entre os transposons segui- 
do por recombinagao excisaria o material cromos- 
somico entre eles. Ver Figura 17.17. 

o 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Uma copia do gene de olhos brancos de tipo selva- 
gem ( w + ) de Drosophila foi inserida no meio de um 
elemento P incomplete contido em um plasmfdio. 
O plasmfdio foi misturado a outro plasmfdio que 
continlia um elemento P complete, e a mistura foi 
cuidadosamente injetada em embrioes de Drosophila 
homozigotos para uma mutagao nula (w~) do gene 
white. Todos os adultos desenvolvidos a partir des¬ 
ses embrioes injetados tinham olhos brancos, mas, 
quando cruzados com moscas de olhos brancos que 
nao receberam injegao, parte da prole tin ha olhos 
vermelhos. Explique a origem dessa prole de olhos 
vermelhos. 

Resposta: O elemento P completo em um dos plasmfdios 
pioduziria a transposase P, a enzima que catalisa 
a transposigao do elemento P, nas linhagens ger- 
minativas dos embrioes injetados. O elemento P 
incompleto no outro plasmfdio seria um alvo para 
essa transposase. Se esse elemento P incompleto 
fosse mobilizado pela transposase para sal tar de seu 
plasmfdio para os cromossomos do embriao que re- 
cebeu a injegao, a mosca desenvolvida a partir des- 
se embriao teria em sua linhagem germinativa uma 
copia do gene white de tipo selvagem. (O movimen- 
to do elemento Pe limitado a linhagem germinati- 

o o 

va; portanto, o elemento P incompleto nao saltaria 
para os cromossomos das celulas somaticas, como 
aquelas que form am o olho.) Essa mosca geneti- 
camente transformada teria, na verdade, o genoti- 
po da linhagem germinativa or/nr; P( w + ) ou nf/Y, 
P(w + ), onde P(w + ) designa o elemento Pincompleto 
que content o gene nr. Esse elemento poderia ser 
inserido em qualquer um dos cromossomos. Se a 
mosca transformada fosse cruzada com uma mosca 


de olhos brancos que nao recebeu injegao, parte de 
sua prole herdaria a insergao P( uY), que, como tern 
um gene while de tipo selvagem, levaria ao desenvol- 
vimento de olhos vermelhos. Portanto. a prole de 
olhos vermelhos e consequencia da transformagao 
genetica de uma mosca de olhos brancos mutante 

o 

pelo gene iv + no elemento Pincompleto. 

2. O elemento Alu e um dos SINE do genoma huma- 
no. Cada retroposon Alu lent cerca de 300 pares de 
bases - comprimento insuficiente para codificar 
uma transcriptase reversa que poderia catalisar a 
conversao de RNA do Alu em DNA do Alu duran¬ 
te o processo de retrotransposigao. Apesar dessa 
deficiencia, os elementos Alu acumularam-se a lal 
ponto que constituent 11% do DNA liumano - mais 
de 1 milliao de copias. Como essa expansao drasti- 
ca dos elementos Alu poderia ter ocorrido durante 
a historia evolutiva da linhagem liumana sent uma 
transcriptase reversa codificada por Alu ? 

Resposta: Os elementos Alu podem ter “tornado empres- 
tado" os servigos de uma transcriptase reversa co¬ 
dificada por outro retroposon como o elemento 
LI, cujo tamanho e suficiente para codificar uma 
transcriptase reversa e pelo me nos mais um poli- 
peptfdio. Se a transcriptase reversa codificada por 
LI, ou a transcriptase reversa codificada por algum 
outro retrotransposon - talvez outro LINE - for ca- 
paz de se ligar ao RNA de Alu, entao e admissfvel 
que a transcriptase reversa possa usar o RNA de Alu 
para sintetizar o DNA de Alu, que poderia ser inte- 
grado depois ao DNA crontossontico. A repetigao 
desse processo durante a evolugao poderia explicar 
o acumulo de tantas copias do elemento Alu no ge¬ 
noma liumano. 
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3. Que tecnicas poderiam ser us a das para demons trar 
que uma mutagao em um homem hemofflico e 
causada pela insergao de um elemento Alu na se¬ 
quencia codificadora do gene ligado ao X para o 
fator VIII, uma das protefnas necessarias para a coa- 
gulagao sanguinea eficiente em seres humanos? 

Resposta: Um geneticista molecular teria varios mecanis- 
mos para mostrar que o gene mutante para hemofi- 
lia e causado por uma insercao de Alu na sequencia 
codificadora do «ene. Uma tecnica e o Southern blot 

o 

do genoma. O DNA genomico do hemofflico pode- 
ria ser digerido com diferentes endonucleases de 
restrigao, fracionado por tamanho por eletroforese 
em gel e submetido a blotting com uma membrana 
de ligagao ao DNA. Os fragmentos de DNA ligados 
poderiam ser hibridizados com sondas de DNA 
marcadas produzidas a partir de um gene factor VIII 
clonado. Pela analise dos tamanhos dos fragmentos 
de DNA que se hibridizam com as sondas, deve ser 
possfvel construir um mapa de restricao do gene 
mutante e compara-lo a um mapa de um gene nao 


mutante. Essa comparagao deve mostrar a presenca 
de uma insergao no gene mutante. Tambem pode- 
ria revelar a identidade da sequencia inserida. (Os 
elementos Alu sao clivados por uma endonuclease 
de restrigao especffica, Alu /, que poderia ser uma 
das enzimas usadas na analise.) Uma tecnica mais 
simples e amplificar partes da sequencia codifica¬ 
dora do gene factor VIII usando a reagao em cadeia 
da polimerase (PCR). Os pares de iniciadores posi- 
cionados apropriadamente ao longo da sequencia 
codificadora poderiam ser usados em uma serie 
de reagoes de amplificagao, cada uma delas seme- 
ada com DNA molde do hemofflico. Cada par de 
iniciadores deve amplificar um segmento do gene 
factor VIII. Os tamanhos dos produtos da PCR po¬ 
deriam ser verificados por eletroforese em gel. A 
insergao de Alu em determinado segmento do gene 
aumentaria o tamanho desse segmento em cerca de 
300 pares de bases. A suposta insergao de Alu po¬ 
deria ser identificada definhivamente por sequen- 
ciamento do DNA do produto da PCR maior que 
o normal. 


Avaliagao adicional 


Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


17.1 


Qual dos pares de sequencias de DNA a seguir po¬ 
deria ser qualificado como repetigoes terminals de 
um elemento IS bacteriano? Explique. 


(a) 5'-GAATCCGCA-3' e 5'-ACGCCTAAG-3' 

(b) 5'-GAATCCGCA-3' e 5'-CTTAGGCGT-3' 

(c) 5'-GAATCCGCA.-3' e 5'-GAATCCGCA-3' 

(d) 5' -GAATCCGCA-3' e 5'-TGCGGATTC-3' 


17.2 


Qual dos pares de sequencias de DNA a seguir po¬ 
deria ser qualificado como duplicagoes de sftio-al- 
vo no ponto de uma insergao IS50P Explique. 


(a) 5'-AATTCGCGT-3' e 5'-AATTCGCGT-3' 

(b) 5' AATTCGCGT-3' e 5 '-TGCGGTTAA-3' 

(c) 5'-AATTCGCGT-3' e 5'-TTAAGCGCA-3' 

(d) 5'-AATTCGCGT-3' e 5'-ACGCGAATT 3' 


17.3 Uma cepa de E. colt e resistente ao antibiotico es- 
treptomicina, e outra cepa e resistente ao antibio¬ 
tico ampicilina. As duas cepas foram cultivadas 
juntas e plaqueadas em meio seletivo contendo 
estreptomicina e ampicilina. Varias colonias sur- 
giram, indicando que as celulas haviam adquirido 
resistencia aos dois antibioticos. Sugira um mecanis- 
mo que explique a aquisigao de resistencia dupla. 

17.4 O que distingue elementos IS e Tn3 em bacterias? 

17.5 A ordem circular de genes no cromossomo de E. 
coli e *A B CDEFGH*, na qual o * indica a uniao 
das extremidades do cromossomo. Duas copias de 
um elemento IS estao localizadas nesse cromosso¬ 


mo, uma entre os genes Ce D, outra entre os genes 
D e E. Tambem ha uma copia unica desse elemen¬ 
to no plasmfdio F. Duas cepas Ilfr foram obtidas 
por selegao de integragao do plasmfdio F ao cro¬ 
mossomo. Durante a conjugagao, uma cepa trans- 
fere os aenes cromossomicos na ordem D E F G II 

o 

A B C, enquanto a outra os transfere na ordem I) G 
B A H G FE. Explique a origem dessas duas cepas 
Ilfr. Por que elas transferem os genes em ordens 
diferentes? A ordem de transferencia da alguma 
informagao sobre a orientagao dos elementos IS 
no cromossomo de E. colic 

17.6 O transposon composto Tn5 e constitufdo de dois 
elementos IS50, um de cada lado de um grupo de 
ti es genes de resistencia a antibioticos. A unidade 
completa IS NT kmi bitf stf IS5i9R pode se trans- 
por para uma nova localizagao no cromossomo de 
E. coli No entanto, dos dois elementos IS5h nesse 
transposon, apenas IS5fiR produz a transposase com 
atividade catalftica. Seria possfvel excisar ISj5/iR do 
transposon composto Tn5 e inseri-lo em outra parte 
do cromossomo? IS5GL seria capaz de fazer isso? 

17.7 Acidentalmente, um elemento ISi foi inserido per- 
to de um elemento IS2 no cromossomo de E. coli 
O gene entre eles, sug + , determina a capacidade de 
metabolizar alguns agucares. A unidade IS/ s ug + 
IS2 comporta-se como um transposon composto? 
Explique. 
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17.8 Um pesquisador encontrou um novo elemento 
Tn5 cuja estrutura e 1S50L stf bid kan r IS50L. Qual 
e a origem mais provavel desse elemento? 

17.9 Um elemento Tn3 com uraa mutagao por mudan- 
ga de matriz de leitura no infcio do gene tnpA seria 
capaz de formar um cointegrado? Um elemento 
Tn3 com uma mutagao por mudanga de matriz de 
leitura no infcio do gene tnpR seria capaz de f or- 
mar um cointegrado? 

17.10 Que enzimas sao necessarias para transposigao re- 
plicativa de TnJ? Quais sao suas respectivas fun- 
goes? 

17.11 Qual e a importancia medica dos transposons bac- 
terianos? 

17.12 Descreva a estrutura do transposon Ac no milho. 
Quais as diferengas estruturais e funcionais entre 
os transposons Dse o transposon Ac? 

17.13 Na condigao homozigota, uma mutagao por dele- 
gao do locus c, c n , produz graos incolores (brancos) 
no milho; o alelo selvagem dominante, C, produz 
graos roxos. Uma mutagao recessiva recem-iden- 
tificada do locus c, c m , tern fenotipo identico ao da 
mutagao por delegao (graos brancos), mas o cru- 
zamento de plantas c m c m e (Ac n produz plantas de 
graos brancos com listras roxas. Ja que se sabe que 
as plantas dc n tern elementos Ac, qual e a explica- 
gao mais provavel para a mutagao c m ? 

17.14 No milho, o gene 02, localizado no cromossomo 
7, controla a textura do endosperma, e o gene C, 
localizado no cromossomo 9, controla sua cor. O 
gene no cromossomo 7 tern dois alelos, um re- 
cessivo, o2, que produz endosperma macio, e um 
dominante, 02, que produz endosperma rfgido. 
O gene no cromossomo 9 tambem tem dois ale¬ 
los, um recessivo, c, que possibilita o endosperma 
colorido, e um dominante, O, que inibe a colora- 
gao. Em uma cepa C 1 homozigota, um elemento 
Ds e inserido no cromossomo 9 entre o gene C 
e o centromero. Esse elemento pode ser ativado 
por introdugao de um elemento Ac por cruza- 
mentos apropriados. A ativagao de Ds causa perda 
do alelo C 1 por quebra do cromossomo. Em graos 
C 1 /c/c, essa perda produz areas de tecido colorido 
sobre fundo incolor. Um geneticista cruza uma 
cepa com o genotipo o2/o2, O Ds/O Ds com uma 
cepa com o genotipo 02/o2\ c/c. Essa ultima cepa 
tambem tem um elemento Ac em algum local do 
genoma. Na prole, somente as plantas com en¬ 
dosperma rfgido apresentam areas de tecido co¬ 
lorido. O que isso informa sobre a localizagao do 
elemento Ac na cepa 02/o2\ c/c? 

17.15 No milho, o alelo recessivo bz ( bronze ) produz uma 
cor mais clara da aleurona que o alelo dominan¬ 
te, Bz. As espigas em uma planta homozigota bz/ 
bz foram fertilizadas por polen de uma planta 


homozigota Bz/Bz. O sabugo tinha graos escuros 
uniformes, a excegao de alguns com pontos claros. 
Sugira uma explicagao. 

17.16 O locus singed ligado ao X e um dos varios em 
Drosophila que controla a formagao de cerdas na 
cutfcula da mosca adulta. Os machos hemizigotos 
para um alelo singed mutante tem cerdas curvas e 
retorcidas, com frequencia de tamanho muito re- 
duzido. Varias mutagoes por insergao de elemento 
P do locus singed foram caracterizadas, e algumas 
sao revertidas ao alelo selvagem por excisao do 
elemento inserido. Que condigoes sao necessarias 
para que ocorram essas reversoes? 

17.17 Os hfbridos disgenicos em Drosophila tem alta tax a 
de mutagao em consequencia da transposigao do 
elemento P. Como voce tiraria vantagem dessa si- 
tuagao para obter mutagoes por insergao de ele¬ 
mento P no cromossomo X? 

17.18 Se o DNA de uma mutagao por insergao de ele¬ 
mento P do gene white de Drosophila e o DNA de 
um gene white de tipo selvagem fossem purifica- 
dos, desnaturados, misturados, renaturados e exa- 
minados ao microscopio eletronico, qual seria a 
aparencia das moleculas de DNA hfbrido? 

17.19 Quando injetados em embrioes de uma cepa M, 
os elementos P completos sao transpostos para os 
cromossomos da linhagem germinativa, e a prole 
originada desses embrioes pode ser usada para 
criar novas cepas P. No entanto, quando elementos 
P completos sao injetados em embrioes de insetos 
que nao tem esses elementos, como mosquitos, nao 
sao transpostos para os cromossomos da linhagem 
germinativa. O que essa incapacidade de se inserir 
nos cromossomos de outros insetos indicaria sobre 
a natureza da transposigao do elemento 

17.20 (a) O que sao elementos semelhantes a retrovirus? 
(b) De exemplos de elementos semelhantes a re¬ 
trovirus em levedura e Drosophila, (c) Descreva o 
mecanismo de transposigao dos elementos seme¬ 
lhantes a retrovirus, (d) Apos a insergao de um 
elemento semelhante a retrovirus em um cromos¬ 
somo, espera-se que ele seja excisado? 

■K. 

17.21 As vezes copias solitarias do LTR de elementos 
Tyl sao encontradas em cromossomos de levedura. 
Como poderiam se originar esses LTR solitarios? 

17.22 Voce esperaria que os genes em um retro transpo¬ 
son tivessem fntrons? Explique. 

17.23 Sugira um metodo para determinar se o retropo- 
son TART esta situado nos telomeros de cada cro¬ 
mossomo no genoma de Drosophila. 

17.24 Propos-se que os elementos transponfveis hobo em 
Drosophila medeiam recombinagao intracromos- 
somica — ou seja, ha pareamento e recombinagao 
de dois elementos hobo no mesmo cromossomo. O 
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que essa recombinagao produziria se os elementos 
hobo tivessem o mesmo sentido no cromossomo? E 
se tivessem sentidos opostos? 

17.25 Que evidencia sugere que alguns elementos trans- 
ponrveis nao sao simples parasitos genetic os? 

17.26 Aproximadamente metade das mutagoes esponta- 
neas em Drosophila e causada por insergoes de ele- 
mento transponfvel. Em seres human os, porem, 
as evidencias acumuladas sugerem que a grande 
maioria das mutagoes espontaneas nao e causada 
por insergoes de transposons. Proponha uma hi- 
potese para explicar essa diferenga. 

17.27 Z. Ivies, Z. Izsvak e P. B. Hackett “ressuscitaram” um 
elemento transponfvel imovel isolado do DNA de 
salmao. Esses pesquisadores alteraram 12 codons 
na sequencia codificadora do gene de transposase 
do elemento salmao para restaurar a atividade ca- 
talftica de sua transposase. O elemento alterado, 
denominado Sleeping Beauty, esta sendo testado 


como agente da transformagao genetica de verte- 
brados como camundongos e peixe-zebra (e pos- 
sivelmente de seres humanos). Suponha que voce 
tem um plasmfdio bacteriano que con tern o gene 
para a protefna fluorescente verde (gfp) inserido 
entre as extremidades de um elemento Sleeping 
Beauty. Como faria para obter camundongos ou 
peixes-zebras que expressem o gene gfp? 

17.28 O genoma humano contem cerca de 5.000 “pseu¬ 
dogenes processados”, derivados da insergao de 
copias de DNA de moleculas de mRNA derivadas 
de muitos genes diferentes. Qual e a estrutura 
prevista desses pseudogenes? Poderiamos esperar 
que cada tipo de pseudogene processado fundasse 
uma nova famflia de retrotransposons no genoma 
humano? Poderiamos esperar que o numero de 
copias de cada tipo de pseudogene processado au- 
mentasse significativamente ao longo da evolugao, 
como aconteceu com o numero de copias da famf¬ 
lia Alu? Explique suas respostas. 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


Eis um caminho ate a sequencia de um elemento P com- 
pleto inserido no DNA genomico de Drosophila melanogaster. 

Genomic biology —* Insects —* Drosophila melanogaster —» Re¬ 
sources: Flybase ---> Files -> Transposons (Dmel) —> P-element —> 
Sequence Accession —* X06 779. 


1. Clique em “ repeat region (direct repeatf para encontrar a 
duplicagao do sftio-alvo criada quando esse elemento 
P 6 inserido no genoma. Observe o comprimento da 
duplicagao e sua sequencia. 

2. Clique em “repeal region (P element)” para encontrar a 
sequencia de 2.907 pares de bases do proprio elemen¬ 


to P, os primeiros e os ultimos 31 pares de bases sao as 
repetigoes invertidas terminais. Observe a sequencia. 

3. Copie a primeira linha de nucleotfdios da sequencia 
completa (DNA genomico mais elemento P inserido) 
e use a fungao BLAST na aba Tools do site Flybase para 
localizar essa sequencia no genoma de D. melanogaster 
(apague os espagos entre segmentos de 10 nucleotf- 
dios ao fazer sua busca). Em que cromossomo ocorre 
a insergao e que gene esta proximo? Que fenotipo esta 
associado a mutagoes nesse gene? Poderiamos esperar 
que a insergao do elemento Pproduzisse um fenotipo 
mutante? 




Regulaqao da Expressao 
Genica em Procariotos 
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Expressao de genes constitutivos, 
induzfveis e repressfveis 
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expressao genica 

Operons | Unidades de expressao genica 
de regulagao coordenada 

Operon lactose em E. coli | Indugao e 
repressao catabolica 

Operon de triptofano em E. coli | Repressao e 
atenuagao 

Regulagao da expressao genica por 
controle da tradugao 

Mecanismos reguladores pos-tradugao 

O sonho de cTHerelle de tratar a 
disenteria Humana com fagos 

Em 1910, o microbiologista franco-canadense Felix d'Herelle es- 
tava no Mexico, investigando uma doenqa bacteriana que dizima- 
va populaqoes inteiras de gafanhotos. Os gafanhotos infectados 
apresentavam diarreia grave e, antes de morrer, excretavam suspen- 
soes quase puras de bacilos. Ao estudar as bacterias das fezes dos 
gafanhotos, d'Herelle observou manchas circutares transparentes 
nas culturas bacterianas em agar. No entanto, nao viu nada ao exa- 
minar ao microscopio o material das manchas transparentes. Em 
1915, d'Herelle voltou ao instituto Pasteur de Paris, onde estudou 
uma epidemia de disenteria bacteriana que se alastrava nas unida¬ 
des militares baseadas na Franqa. Mais uma vez, observou manchas 
transparentes no tapete de bacterias. Alem disso, ele demonstrou 
que qualquer que fosse o causador da morte da Shigella - bacteria 
causadora de disenteria em seres humanos -, era capaz de atraves- 
sar um filtro de porcelana que retinha todas as bacterias conhecidas. 
Em 1917, d’Herelle publicou os resultados e denominou os agen- 
tes bactericidas submicroscopicos de bacteriofagos (do grego, “que 
devora bacterias"). Na mesma epoca, um bacteriologista medico 
ingles, Frederick W. Twort, descobriu um agente submicroscopico 
semelhante que destruia micrococos. Infelizmente, logo a pesqui- 
sa de Twort foi interrompida pela convocaqao para servir no Corpo 
Medico do Exercito Real, na I Guerra Mundial. 


Enquanto isso, d'Herelle continuou a estudar os agentes 
submicroscopicos que destruiram a Shigella. Ele escreveu o se- 
guinte relato de um de seus experiments: “...em um tampejo, 
eu havia compreendido: a causa das manchas transparentes 
era, na verdade, um microbio invisivel, um virus filtravel, mas 
um virus que parasita bacterias... ‘Se isso for verdade, prova- 
velmente o mesmo aconteceu durante a noite com o homem 
doente, que ontem estava em estado grave. No seu intestino, 
assim como em meu tubo de ensaio, os bacilos da disenteria 
dissolveram-se sob a aqao desse parasite. Ele agora deve estar 
curado.' Eu corri ate o hospital. Na verdade, durante a noite, 
sua condiqao havia melhorado muito e ele comeqava a con¬ 
valesced' (d'Herelle, F. 1949. The Bacteriophage. Science News 
14:44-59). 

Na verdade, d'Herelle tornou-se obcecado por sua convic- 
qao de que as doenqas humanas causadas por bacterias pode- 
riam ser tratadas, talvez ate mesmo erradicadas, pela terapia 
com bacteriofagos. infelizmente, logo foi demonstrado que essa 
forma simples de terapia com bacteriofagos nao e eficaz no trata- 
mento de infecqoes bacterianas porque, muitas vezes, as bacterias 
sofrem mutaqao e se tornam resistentes aos fagos. Todavia, o tra- 
balho de d'Herelle abriu caminho para pesquisas que acabariam 
por criar um campo totalmente novo - a genetica microbiana - e 
trouxe novas luzes para os mecanismos de regulaqao da expressao 
genica. Neste capitulo, examinaremos alguns desses mecanismos. 



Micrografia eletronica colorizada de bacteriofago lambda. 
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Niveis de regulacao da expressao genica em procariotos 



1 

Transcricao 



2 3 4 

Processamento Estabilidade de RNA Traducao 


deRNA 




DNA 


Transcrito de RNA 


mRNA 



Proteina 


Pos-traducao 


Funcao 

j 

desempenhada 
por proteina 


■ ficura is,i Resumo da via de expressao genica, mostrando cinco niveis importantes de regulacao em procariotos. 


Os microrganismos tem notavel capacidade de adapta- 
qao a diversas condicoes ambientais. Essa adaptabilida- 
de depende parcialmente de sua capacidade de ativar e 
desativar a expressao de conjuntos especfficos de genes 
em resposta a mudancas do ambiente. A expressao de 
determinados genes e ativada quando os produtos des¬ 
ses genes sao necessarios para o crescimento e desativada 
quando os produtos genicos nao sao mais necessarios. 
A sfntese de transcritos genicos e produtos da traducao 
requer gasto consideravel de energia. Ao desativar a ex- 
pressao de genes quando seus produtos nao sao neces¬ 
sarios, um organismo pode poupar energia e usa-la para 
sintetizar produtos que maximizem a velocidade de cres¬ 
cimento. Quais sao, entao, os rnecanismos usados por mi¬ 
crorganismos para regular a expressao genica em respos¬ 
ta a mudancas no ambiente? 

A expressao genica em procariotos e regulada em 
varios niveis diferentes: transcricao, processamento de 
mRNA, lenovacao de mRNA, traducao e pos-traducao 
(Figura 18.1). No entanto, os rnecanismos reguladores 
com efeitos maximos sobre o fenotipo atuam na trans¬ 
cricao. 

De acordo com o que se sabe sobre a regulacao da 
transcricao, os varios rnecanismos reguladores parecem 
dividir-se em duas categorias gerais: 


1. Mecanismos que exigent a rapida ativagdo e desalivagao da 
expressao genica em resposta a alteragoes ambientais. Os 
mecanismos reguladores desse tipo sao importantes 
nos microrganismos em razao da frequente exposicao 
desses organismos a mudancas subitas do ambiente. 


2 . 


Eles dotam os microrganismos de consideravel “plas- 
ticidade”, a capacidade de ajustar seus processos me- 
tabolicos rapidamente para obter niveis maximos de 
crescimento e reproducao em uma grande variedade 
de condicoes ambientais. 

Mecanismos denominados circuit os pre-p rogra m a dos ou 


cascatas de expressao genica. Nesses casos, algum even- 
to desencadeia a expressao de um conjunto de ge¬ 
nes. O(s) produto(s) de um ou mais desses genes 
desativa (m) a transcricao do primeiro grupo de genes 
ou desativa(m) a transcricao de um segundo grupo de 
genes. Entao, um ou mais produtos do segundo grupo 
atuam por ativacao de um lerceiro grupo, e assim por 
diante. Nesses casos, a expressao sequencial de genes 
e programada geneticamente, e, em geral, nao e possi- 
vel ativar os genes fora da sequencia. Essas sequencias 
pre-pro gram adas de expressao genica sao bem docu- 
mentadas em procariotos e nos virus que as a lac am. 
Por exemplo, quando um bacteriofago litico infecta 
uma bacteria, os genes virais sao expresses em uma 
sequencia predeterminada, e essa sequencia esla di- 
retamente relacionada com a sequencia temporal de 
participacao do produto genico na reproducao e na 
morfogenese do virus. Na maioria dos exemplos co- 
nhecidos de expressao genica pre-programada, o cir- 
cuito e ciclico. Por exemplo, durante infeccdes virais, 
algum evento associado ao empacotamento do DNA 
ou RNA viral na capsula proteica reinicia o programa 
genetico de modo que a sequencia apropriada de ex¬ 
pressao dos genes ocorra novamente quando um virus 
da prole infectar uma nova celula hospedeira. 


Expressao de genes constitutivos, induziveis e repressiveis 


Os genes que especificam componentes celulares com 
fungoes de manutengao - por exemplo, os RNA ribos- 
somicos e as protefnas participantes da sfntese proteica 
- tem expressao constitutive. Outros genes geralmente 
so sao expressos quando seus produtos sao necessarios 
para o crescimento. 

Determinados produtos genicos - como moleculas de 
tRNA, moleculas de rRNA, proteinas ribossomicas, 
subunidades de RNA polimerase e enzimas calalisado- 
ras de processo metabolicos que sao frequentemente 


denontinadas funcoes de ‘manutencao” celular - sao 
componentes essenciais de quase to das as celulas vivas. A 
expressao dos genes que especificam produtos desse tipo 
e continua na maioria das celulas. Diz-se que a expressao 
desses genes e constitutiva, e eles sao denominados genes 
constitutivos. 

Outros produtos genicos sao necessarios para o cres¬ 
cimento celular apenas em determinadas condicoes 
ambientais. A sintese constitutiva desses produtos geni¬ 
cos seria um desperdicio, usando energia que poderia 
ser empregada para acelerar o crescimento. Evidenle- 
mente, o desenvolvimento de mecanismos reguladores 
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que so promovessem a sintese desses produtos genicos 
quando e onde fosse m necessarios proporcionaria a es¬ 
ses organismos uma vantagem seletiva em relagao aos 
demais. Sem duvida, isso explica por que os organismos 
existentes atualmente, inclusive bacterias e virus, apre- 
sentam mecanismos altamente eficientes para controle 
da expressao genica. 

A Escherichia coli e a maioria das outras bacterias sao 
capazes de crescer usando qualquer um dos varios car- 
boidratos - por exemplo, glicose, sacarose, galactose, 
arabinose e lactose — como fonte de energia. A glicose, 
se presente no meio, sera metabolizada preferencial- 
mente pelas celulas de E. coli. Na ausencia de glicose, 
porem, as celulas de E. coli crescem muito bem com 
outros carboidratos. As celulas cultivadas em meio cuja 
unica fonte de glicose e o agucar lactose, por exemplo, 
sintetizam duas enzimas, [3-galactosidase e P-galacto- 
sidio permease, que sao especificamente necessarias 
para o catabolismo da lactose. A pi-galactosidio per¬ 
mease bombeia lactose para dentro da celula, onde a 
p-galactosidase a cliva em glicose e galactose. Nenhu- 
ma dessas enzimas tern utilidade para as celulas de E. 
coli se nao houver lactose disponivel. A smtese dessas 
duas enzimas requer consideravel energia (na forma 
de ATP e GTP; ver Capitulos lie 12). Portanto, as ce¬ 
lulas de E. coli desenvolveram um mecanismo regula- 
dor pelo qual a smtese dessas enzimas de catabolismo 
da lactose e ativada na presenga de lactose e desativada 
em sua ausencia. 

Em ambientes naturais (trato intestinal e encana- 
mento de esgoto), as celulas de E. coli provavelmente 
encontram uma situagao ausencia de glicose e presenga 
de lactose com frequencia relativamente pequena. Por¬ 
tanto, e provavel que os genes de E. coli codificadores 
das enzimas implicadas no uso da lactose estejam desa- 
tivados na maior parte do tempo. Celulas cultivadas em 
outro carboidrato que nao a lactose, transferidas para 
um meio no qual a lactose e a unica fonte de carbono, 
logo comegam a sintetizar as enzimas necessarias para 
uso da lactose (Figure 18.2A). Esse processo de ativagao 
da expressao de genes em resposta a uma substancia no 
ambiente e denominado indugao. Genes cuja expressao 
e regulada dessa maneira sao denominados genes induzi- 
veis; seus produtos, se enzimas, sao denominados enzimas 
induziveis. 

As enzimas participantes de vias catabolicas (de degrada- 
gao), como no uso de lactose, galactose ou arabinose, sao 
caracteristicamente induziveis. Conforme analise sub- 
sequente neste capitulo, a indugao ocorre no processo 
de transcrigao. A indugao altera a velocidade de smtese 
enzimatica, nao a atividade das moleculas de enzima exis¬ 
tentes. Nao se deve confundir a indugao com a ativagao 
da enzima, que ocorre quando a ligagao de uma pequena 
mole cula a enzima aumenta a atividade da enzima, mas 
nao afeta a taxa de sintese. 

As bacterias sao capazes de sintetizar a maioria das 
moleculas organicas necessarias para crescimento, como 
aminoacidos, purinas, pirimidinas e vitaminas. Por exem- 


Inducao da sintese de enzimas 

r 
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Atividade das 
enzimas de 
biossintese de 
triptofano 


Acrescimo 
de triptofano 




Minutos 


■ FICURa 18.2 A. Indugao da sintese de enzimas necessarias para o 
uso de Lactose como fonte de energia; e B. Repressao da sintese das 
enzimas necessarias para a biossintese de triptofano, ambas em E. coli. 
Observe que os niveis de sintese enzimatica sao baixos na presenga 
ou ausencia de metabolitos. 


plo, o genoma de E. coli contem cinco genes codificado¬ 
res de enzimas que catalisam etapas da biossintese do 
triptofano. Esses cinco genes tern de ser expressos em 
celulas de E. coli cultivadas em meio sem triptofano para 
produzir quantidade adequada desse aminoacido para a 
sintese proteica permanente. 

Quando as celulas de E. coli estao em meio que con¬ 
tem triptofano suficiente para promover o crescimen¬ 
to adequado, a continuagao da sintese das enzimas de 
biossintese do triptofano e um desperdicio de energia. 
Assim, surgiu um mecanismo regulador em E. coli que de- 
sativa a sintese das enzimas de biossintese de triptofano 
quando ha triptofano extemo (Figura 18.2B). Diz-se que 
um gene cuja expressao foi desativada dessa maneira esta 
“reprimido”; o processo e a repressao. Quando a expressao 
desse gene e ativada, diz-se que foi “desreprimido”; essa 
resposta e denominada desrepressao. 

Com frequencia, as enzimas componentes das vias 
anabolicas (de biossintese) sao repressiveis. A repressao, 
a exemplo da indugao, ocorre no processo de transcri¬ 
gao. A repressao nao deve ser confundida com a inibigao 
por feedback, que ocorre quando o produto de uma via de 
biossintese se liga e inibe a atividade da primeira enzima 
na via, mas nao afeta a sintese da enzima. 
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PONTOS ESSENCIAIS . 




Em procariotos, a expressao dos genes que especificam as jungoes de manutengdo, como rRNA, 
tRNA e proteinas ribossomicas e constitutiva. Outros genes geralmente so sdo expresses quanda 
sens produtos sdo necessaries 

Os genes codificadores de enzimas participantes de vias catabolicas frequentemente so sdo 
expresses na presenga dos substraios das enzimas; sua expressao e induztvel 

Os genes codificadores de enzimas participantes das vias anabolicas geralmente sdo desativa- 
dos na presenga do produto final da via; sua expressao e represswel 

Embora a expressao genica possa ser regulada em muitos niveis, a regulagao da transcrigao e a 
mats comum. 


Controle positivo e negativo da expressao genica 


Em alguns casos, e necessario o produto de urn gene re- 
gulador para iniciar a expressao de urn ou mais genes. Em 
outros, e necessario o produto de urn gene regulador para 
desativar a expressao de um ou mais genes. 

A regulagao da expressao genica — indugao, ou ativagao 
dos genes, e repressao, desativagao dos genes — pode ser 
feita tan to por mecanismos de controle positivo quanto 
por mecanismos de controle negativo. Os dois mecanis¬ 
mos contam com a participagao de genes reguladores — ge¬ 
nes codificadores de produtos que regulam a expressao 
de outros genes. Nos mecanismos de controle positivo, o pro¬ 
duto do gene regulador e necessario para ativar a expres¬ 
sao de um ou mais genes estruturais (genes especificado- 
res das sequencias de aminoacidos de enzimas ou protef- 
nas estruturais), ao passo que, nos mecanismos de controle 
negativo, o produto do gene regulador e necessario para 
desativar a expressao de genes estruturais. Tan to a regu¬ 
lagao positiva quanto a regulagao negativa sao ilustradas 
em sistemas induzfveis e repressfveis na Figura 18.3. 

j* 

E preciso lembrar que um gene e expresso quando a 
RNA polimerase se liga ao seu promotor e sintetiza um 
transcrito de RNA que contem a regiao codificadora do 
gene (Capitulo 11). O produto do gene regulador atua 
por ligagao a um sitio conhecido como sitio de ligagao a 
protefna reguladora ( RPBS) adjacente ao promotor do 
gene ou genes estruturais. Quando o produto do gene 
regulador esta ligado a RPBS, a transcrigao do gene ou 
genes estruturais e ativada em um sistema de controle po¬ 
sitivo (Figura 18.3, direita) ou desativada em um sistema 
de controle negativo (Figura 18.3, esquerda). Os produ¬ 
tos do gene regulador sao denominados ativadores — por- 
que ativam a expressao genica — em sistemas de controle 
positivo, e repressores — porque reprimem a expressao ge¬ 
nica — em sistemas de controle negativo. A capacidade de 
uma protefna reguladora de se ligar ao RPBS depende 
da presenga ou ausencia de moleculas efetoras na celula. 
Os efetores geralmente sao moleculas pequenas como 
aminoacidos, agucares e metabolitos semelhantes. As 
moleculas efetoras participantes da indugao da expres¬ 
sao genica sao denominadas indutoras; as que participant 
da repressao da expressao genica sao as correpressoras. 


As moleculas efetoras (indutoras e correpressoras) 
ligam-se aos produtos do gene regulador (ativadores e 
repressores) e modificam as estruturas tridimensionais 
dessas proteinas. As modificagoes de conformagao da 
estrutura das proteinas em consequencia da ligagao de 
pequenas moleculas sao conhecidas como translgoes alos- 
tericas. As modificagoes de conformagao das proteinas 
costumam alterar sua atividade. No caso de ativadores e 
repressores, as transigoes alostericas causadas por ligagao 
de moleculas efetoras geralmente alteram sua capacida¬ 
de de ligagao a sftios de ligagao a protefna reguladora 
adjacentes aos promotores dos genes estruturais que elas 
controlam. 

Em um mecanismo induzfvel negativo (Figura 18.3A, 
esquerda), o repressor livre liga-se ao RPBS e impede a 
transcrigao do gene ou genes estruturais na ausencia de 
indutor. Quando presente, o indutor liga-se ao repressor, 
e o complexo repressor/indutor nao pode se ligar ao 
RPBS. Sem repressor ligado ao RPBS, a RNA polimerase 
liga-se ao promotor e transcreve o gene ou genes estru¬ 
turais. Em um mecanismo de controle induzfvel positivo 
(Figura 18.3A, direita), o ativador nao pode se ligar ao 
RPBS se nao houver indutor, e a RNA polimerase so pode 
transcrever o gene ou genes estruturais se o complexo 
ativador/indutor estiver ligado ao RPBS. Assim, a trans¬ 
crigao dos genes estruturais so e ativada na presenga de 
indutor. 

Em um mecanismo regulador repressfvel negativo (Fi¬ 
gura 18.3B, esquerda), a transcrigao do gene ou genes 
estruturais ocorre na ausencia do correpressor, mas nao 
em sua presenga. Quando o complexo repressor/corre- 
pressor esta ligado ao RPBS, impede a transcrigao dos 
genes estruturais pela RNA polimerase. Na ausencia de 
correpressor, o repressor livre nao se liga ao RPBS; assim, 
a RNA polimerase pode se ligar ao promotor e transcre¬ 
ver os genes estruturais. Em um mecanismo de controle 
repressfvel positivo (Figura 18.3B, direita), o produto do 
gene regulador, o ativador, tern de estar ligado ao RPBS 
para que a RNA polimerase se ligue ao promotor e trans- 
creva o gene ou genes estruturais. Quando presente, o 
correpressor forma um complexo com a protefna ativa- 
dora, e esse complexo ativador/correpressor e incapaz 
de se ligar ao RPBS; consequentemente, a RNA polime- 
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A RNA polimerase nao pode se 
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x 


x 
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0 complexo ativador/indutor ativo liga-se ao 
sitio de ligacao da proteina reguladora. 
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da proteina reguladora. 
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t 
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0 complexo repressor/correpressor liga-se ao sitio 
de ligacao da proteina reguladora. 
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( 9 ) 
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da proteina Gene(s) 

Gene regulador reguladora Promotor estrutural(is) 



A RNA polimerase nao pode se 
ligar ao promotor sem ativador no 
sitio de ligacao da proteina 
reguladora. 


0 complexo ativador/correpressor inativo nao pode 
se ligar ao sitio de ligacao da proteina reguladora. 


B 

■ FICURA is.3 Controie negative e positivo da expressao genica induzivel (A) e repressivel (B). O produto genico regulador e necessario para 
ativar a expressao genica em sistemas de controie positivo e para desativar a expressao genica em sistemas de controie negative. 
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rase nao pode se ligar ao promotor e transcrever o gene 
ou genes estruturais. 

Para comp re end er os detalhes desses quatro mecanis- 
mos de regulagao, concentre-se nas principals diferen- 
gas entre eles. (1)0 produto do gene regulador em um 
mecanismo de controle positivo, o ativador, participa da 
ativagao da expressao genica, ao passo que o produto do 


gene regulador em um mecanismo de controle negativo, 
o repressor, participa da desativagao da expressao geni¬ 
ca. (2) Nos mecanismos de controle positivo e negativo, 
a expressao induzivel ou repressivel do gene depende 
da ligagao da protefna reguladora livre ou do complexo 
proteina reguladora/molecula efetora ao sftio de ligagao 
da protefna reguladora { RPBS ). 


PONTOS ESSENCIAIS 


• A expressao genica e controlada tanto par mecanismos reguladores positivos quanto negatives 

• Nos mecanismos de controle positivo, e necessario o produto de um gene regulador, um 
ativador, para ativar a expressao do gene ou genes estruturais 

• Nos mecanismos de controle negativo, e necessario o produto de um gene regulador, um 
repressor, para desativar a expressao do gene ou genes estruturais 

• Ativadores e repressores regulam a expressao genica por ligagao a sitios adjacentes aos 
promotores de genes estruturais 

• A capacidade das proteinas reguladoras de se ligarem aos seus sitios de ligagao depende da 
presenga de pequenas moleculas efetoras que formam complexos com as proteinas reguladoras 

• As moleculas efetoras sao denominadas indutoras em sistemas induziveis e correpressoras em 
sistemas repressiveis. 


Operons | Unidades de expressao genica 
de regulagao coordenada 


Em procariotos, genes com fungoes relacionadas geral- 
mente estao presentes em unidades geneticas de regula¬ 
gao coordenada, denominadas operons. 

O modelo operon, um mecanismo de controle negativo, 
foi criado em 1961 por Frangois Jacob e Jacques Monod 
para explicar a regulagao de genes necessarios para uso 
da lactose em E. coli. Jacob e Monod propuseram que a 
transcrigao de um conjunto de genes estruturais conti- 
guos e regulada por dois elementos controladores (Figu- 
ra 18.4A). Um dos elementos, o gene repressor, codifica 
um repressor que (em condigoes apropriadas) liga-se ao 
segundo elemento, o operador. O operador e sempre con- 
tfguo aos genes estruturais cuja expressao regula. Alguns 
operons — inclusive o operon lactose apresentado na pro- 
xima segao - contem varios operadores; por enquanto, 
porem, analisemos ape nas um operador para man ter o 
mecanismo o mais simples possfvel. 

A transcrigao e iniciada em promotores localizados 
em posigao 5' ao lado das regioes codificadoras de genes 
estruturais. A ligagao do repressor ao operador causa um 
impedimento esterico da transcrigao dos genes estrutu¬ 
rais no operon pela RNA polimerase. As regioes operado- 
ras sao contfguas com as regioes promotoras; as vezes, ha 
superposigao de operadores e promotores que tern uma 
sequencia de DNA curta em comum. Com frequencia, as 
regioes operadoras estao localizadas entre os promotores 
e os genes estruturais que regulam. A unidade contfgua 
completa, que inclui os genes estruturais, o operador e o 
promotor, e denominada operon (Figura 18.4A). 

A ligagao do repressor ao operador, com desativagao 
da transcrigao dos genes estruturais em um operon, e 


determinada pela presenga de moleculas efetoras, con- 
forme exposto na segao anterior. Operons induziveis e 
operons repressiveis podem ser distinguidos ao se verifi- 
car se o repressor sozinho ou se o complexo repressor/ 
molecula efetora e ativo na ligagao ao operador. 

1. No caso de um operon induzivel, o repressor livre 
liga-se ao operador, desativando a transcrigao (Figu¬ 
ra 18.4B). 

2. No caso de um operon repressivel, a situagao e inversa. 
O repressor livre nao se liga ao operador. Somente o 
complexo repressor/molecula efetora (correpressor) 
tem atividade de ligagao ao operador (Figura 18.4C). 

Com excegao dessa diferenga no comportamento de 
ligagao do repressor livre e do complexo repressor/mo¬ 
lecula efetora ao operador, os operons induzivel e repres¬ 
sivel sao identicos. 

Um unico transcrito de mRNA tem as inlormagoes co¬ 
dificadoras de todo o operon. Assim, os mRNA de operons 
constituidos de mais de um gene estrutural sao multige- 
nicos. Por exemplo, o mRNA do operon triptofano de E. 
coli contem as sequencias codificadoras de cinco genes di- 
ferentes. Como esses genes sao cotranscritos, a expressao 
de todos os genes estruturais de um operon e coordenada. 

Embora as quantidades molares dos diferentes produtos 
genicos nao precisem ser iguais (por causa das diferentes 
eficiencias de inicio da tradugao), as quantidades relativas 
dos diferentes polipeptidios especificados por genes em 
um operon geralmente continuant iguais, qualquer que 
seja o estado de indugao ou repressao. Em alguns casos, o 
uso diferencial de sinais de termino da transcrigao pode 
alterar a quantidade de produtos genicos sintetizados. 
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■ FIGURA 18.4 Regulagao da expressao genica pelo mecanismo de operon. A. Componentes de um operon: urn ou mais genes estruturais (sao 
mostrados tres, SG7, SC2 e SG3) e as sequencias operadora (O) e promotora (P) adjacentes. Um operador e um promotor sao mostrados; no 
entanto, alguns operons tern multiples operadores e promotores. A transcricao do gene regulador (/?) e iniciada pela RNA polimerase, que se 
liga a seu promotor (PR). A ligacao do repressor ao operador causa um impedimento esterico do inicio da transcrigao dos genes estruturais peia 
RNA polimerase. A diferenga entre um operon induzfvel (B) e um operon repressive! (C) e que o repressor livre se liga ao(s) operador(es) de um 
operon induzfvel, enquanto o complexo repressor/molecula efetora se liga ao(s) operador(es) de um operon represslvel. Assim, um operon indu- 
zlvel e desativado na ausencia da molecula efetora (indutor) e um operon represslvel e ativado na ausencia da molecula efetora (correpressor). 
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PONTOS ESSENCIA1S • Em bacterias, genes com fungoes relacionadas geralmente ocorrem em unidades de regulagao 

coordenada denominadas operons 

Cada operon tern um conjunto de genes estruturais contiguos, um promotor (o sitio de 
ligagdo da RNA polimerase) e um operador (o sitio de ligagdo de uma proteina reguladora 
denominada repressora) 

• Quando um repressor estd ligado ao operador, a RNA polimerase nao e capaz de transcrever os 
genes estruturais no operon. Quando o operador estd lime do repressor, a RNA polimerase pode 
transcrever o operon. 


Operon lactose em E. coli | Indugao e repressao catabolica 


Os genes estruturais no operon lac so sao transcritos na 
presenga de lactose e ausencia de giicose. 

Jacob e Monod propuseram o modelo operon com base 
em seus estudos do operon de lactose (lac) em E. coli 
O operon lac contem um promotor ( P ), tres operadores 
(O, 0„ e O) e tres genes estruturais, lacZ, lacY e lacA, 
codificadores das enzimas (H-galactosidase, fl-galactosidio 
permease e pl-galactosfdio transacetilase, respectivamen- 
te (Figura 18.5). A (i-galactosidio permease “bombeia” lac¬ 
tose para dentro da celula, onde e clivada em giicose e 
galactose pela (3-galactosidase (Figura 18.6). O papel bio- 
logico da transacetilase e desconhecido. 

No modelo de Jacob e Monod, o operon lac continha 
so um operador (agora designado O.). Entretanto, em 
seguida foram descobertos dois outros operadores (O e 
O ). A princfpio, acreditava-se que O e O tivessem papeis 
muito pequenos. Entao, Benno Muller-Hill e colaborado- 
res mostraram que a delegao dos dois operadores “meno- 
res” tinha um grande eleito sobre o mvel de transcrigao 
do operon. Estudos mais recentes mostraram que a re¬ 
pressao eficiente do operon lac requer o operador maior 
(O ) e pelo menos um dos operadores menores (O ou 
O ) e a repressao maxima requer os tres operadores. To- 


davia, primeiro analisaremos o modelo do operon lac de 
Jacob e Monod, que inclufa apenas um operador, agora 
designado O . Entao, ampliaremos o modelo e examina- 
remos as fungoes dos tres operadores na segao intitulada 
Interagoes protefna-DNA que controlam a transcrigao do 
operon lac. 

iNDugAo 

O operon lac e um operon induzfvel controlado nega- 
tivamente; os genes lacZ, lacY e lacA so sao expressos 
na presenga de lactose. O gene regulador de lac, desig¬ 
nado gene I, codifica um repressor com 360 aminoa- 
cidos. Entretanto, a forma ativa do repressor lac e um 
tetramero que tern quatro copias do produto do gene 
I. Na ausencia de indutor, o repressor liga-se aos opera¬ 
dores lac, o que, por sua vez, impede a RNA polimerase 
de catalisar a transcrigao dos tres genes estruturais (ver 
Figura 18.4B). (Nota: somente o operador original (O ) 
descoberto por Jacob e Monod e mostrado nas Figu- 
ras 18.4, 18.7 e 18.8.) Algumas moleculas dos produtos 
dos genes lacZ, lacY e lacA sao sintetizadas no estado nao 
induzido, o que garante um baixo nivel de fundo de ati- 
vidade enzimatica. Essa atividade de fundo e essencial 
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■ FIGURA 18.5 O operon lac de E. coli. O operon lace constitufdo de tres genes estruturais Z, Ye A, mais o promoter (P) e tres operadores (0 lf 
O z e 0„). O gene regulador (/) e contfguo com 0 operon no caso de lace tem seu prdprio promotor (PI). Os numeros a baixo dos varios elementos 
geneticos indicam o tamanho em pares de nucleotfdios. 
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■ Fit URA 18,6 Duas reagoes fisiologicamente importantes catalisadas por (J-galactosidase: (1) conversao de lactose no indutor do operon lac 
aiolactose e (2) divagem de lactose para produzir os monossacaridios glicose e galactose. 


para indugao do operon lac porque o indutor do ope¬ 
ron, a aiolactose, e derivado da lactose em uma reagao 
catalisada por (5-galactosidase (Figura 18.6). Uma vez 
formada, a aiolactose liga-se ao repressor, fazendo com 
que o repressor seja liberado do operador. Dessa manei- 
ra, a aiolactose induz a transcrigao dos genes estruturais 
lacZ, lacY e lacA (ver Figura 18.4B). 

O gene lad, o operador lac O e o promotor lac foram 
identificados geneticamente a principio pelo isolamento 
de cepas mutantes com expressao alterada dos genes do 
operon lac. Mutagoes no gene /e no operador costumam 
acarretar a smtese constitutiva dos produtos do gene lac. 
Essas mutagoes sao designadas I~ e O, respectivamente. 
As mutagoes constitutivas Jr e (Y podem ser distinguidas 
nao so pela posigao no mapa, mas tambem por seu corn- 
portamento em diploides parciais em que estao localiza- 
das em conliguragoes cis e trans em relagao a mutagoes 
nos genes estruturais lac (Tabela 18.1). E preciso lembrar 
que diploides parciais podem ser criados usando fatores 
de ferdlidade (F) com genes cromossomicos - fatores F' 
(Capftulo 8). Os fatores F' que levam o operon Zac foram 


usados para estudar as interagoes entre os varios compo- 
nentes do operon. 

Assim como as celulas monoploides de tipo selvagem 
(tI >¥ 0 ¥ Z*Y'A + ), os diploides parciais (tambem denomina- 
dos “merozigotos”) de genotipo F' 1*1*0 ¥ Z*A*/I r I*0 ¥ ZrY~A~~ 
ou de genotipo F' /+/> (YZ~Y~A~/I + I^CYZ*Y + A + sao induzf- 
veis para usar a lactose como fonte de carbono. Os alelos 
selvagens (Z + , Y* e A + ) dos tres genes estruturais sao do- 
minantes em relagao a seus alelos mutantes (Z _ , Y~ e A - ). 
Essa dominancia e esperada porque os alelos selvagens 
produzem enzimas funcionais, ao passo que os alelos 
mutantes nao produzem enzimas ou produzem enzimas 
anomalas (inativas). Os diploides parciais de genotipo 
l*p*CYZ + Y*A*/I~J >¥ 0 ¥ Z + Y + A + (I + /I~) tambem sao induziveis 
para a smtese das tres enzimas especificadas pelo ope¬ 
ron lac. Assim, I + e dominante em relagao a 1~ como 
esperado, porque I + codifica uma molecula repressora 
funcional e seu alelo Jr especifica um repressor inativo. 
A dominancia de I + em relagao a Jr tambem indica que 
o repressor pode se difundir, porque o repressor pro- 
duzido pelo alelo lacJ + em um cromossomo pode desa- 


Efeitos fenotipicos de mutagoes no gene repressor (/) e na regiao operadora (0) do operon lac. 
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l+p+O+z*Y*/ F ' l + P*0 + Z~Y~ 

100 unidades 
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100 unidades 

1 unidade 
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Y* e dominante em relagao a 

rpo+z+w i + p*o + z + y + 
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2 unidades 
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0PO + Z + / + 
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/ + p + o + z + /v F' 0p + o + z + y + 
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i +P + 

a\z* 0A' rP*O^Y* 

100 unidades 
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1 unidade 

O c e 0 + sao reguladores de agao cis 


a Os nfveis de atividade em bacterfas selvagens foram estabelecidos em 100 unidades tanto para a p-galactosidase (o produto do gene Z) quanto para a 
p-galactosfdio permease (o produto do gene V). O gene A e seu produto 0-galactosfdio transacetilase nao sao mostrados por motivo de concisao, 
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tivar os genes estruturais lac nos dois operons na celula 

(Figura 18.7A). 

As si m como as celulas de tipo selvage m, os diploides 
parciais de genotipo F' ERCEZ*Y + A + /I~P ¥ 0 ¥ Z~ FA - ou ge- 
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■ figura 18.7 Estudos de diploides parciais de E. coii rmostraram que 
o gene /ac/ + e dominante em retaqao aos alelos lad~ (A) e controla 
operadores lac em posigao cis (B) ou trans (C) em relagao a ele pro- 
prio. Esses efeitos mostram que o produto genico de lad e difusivel. 
Embora a forma funcional do repressor lac seja um tetramero, as duas 
moleculas na parte posterior do tetramero nao sao mostradas por 
motivos de simplificagao. 


notipo F' /+/> 0"Z~Y~A~/IP"0"Z" Y"A" sao induzrveis para 
(3-galactosidase, (3-galactosi'dio permease e (3-galactosfdio 
transacetilase. A induzibilidade desses genotipos de- 
monstra que o repressor lac (produto genico I") controla 
a expressao de genes estruturais localizados em posigao 
cis (Figura 18.7B) ou trans (Figura 18.7C) em relacao ao ale- 
lo lad". 

As mutagoes do operador constitutive) (O) so atuam 
em cis; isto e, as mutagoes de O' so afetam a expressao dos 
genes estruturais localizados no mesmo cromossomo. A 
natureza de agao cis das mutagoes O e logica consideran- 
do-se a fungao do operador. As mutagoes O nao devem 
agir em trans se o operador for o sitio de ligagao do re¬ 
pressor; desse modo, o operador nao codifica nenhum 
produto, difusivel ou de outro tipo. IJm gene regulador 
so deve agir em trans se especificar um produto difusivel. 
Portanto, um diploide parcial de genotipo F' I + I*Q ZrY 
~A~/I + P"0"Z + Y + A + e induzivel para as tres enzimas especifi- 
cadas pelos genes estruturais do operon lac (Tabela 18.2, 
Figura 18.8A), enquanto um diploide parcial de genotipo 
F' I + P"0 /: Z" Y + A"/I"P"0"Z~Y~A~ sintetiza essas enzimas de 
modo constitutivo (Tabela 18.2, Figura 18.8B). Assim que 
compreender bem como e a interagao dos componentes 
do operon para regular a transcrigao dos genes estrutu¬ 
rais lac , leia Resolva! Mutagoes constitutivas no operon 
lac de E. call e Problema resolvido: Teste seu conhecimen- 
to sob re o operon lac. 

Algumas mutagoes do gene /, designadas sao do- 
minantes em relagao ao alelo selvagem (I'). Essa domi¬ 
nancia e consequencia da incapacidade de heteromul- 
timeros (proteinas constituidas de duas ou mais formas 
diferentes de um polipeptidio; e preciso lembrar que o 
repressor lac atua como tetramero) que contem tanto 
polipeptidios de tipo selvagem quanto mutantes de se 
ligarem ao operador. Outras mutagoes do gene /, desig¬ 
nadas /' (,y de super-reprimido), tornam o operon lac nao 
induzivel. Em cepas que tern essas mutagoes I\ os genes 


Resolva! 


Mutagoes constitutivas no 
operon lac de £. coli 

Voce isola dois mutantes de E. coli K12 que apresentam sin- 
tese constitutiva de fl-galactosidase, fTgalactosidio permease 
e (3-galactosidio transacetilase, isto e, com ou sem lactose no 
meio. Em seguida, introduz um fator F’ que tern copias selva- 
gens do gene lad , o promotor lac e os tres operadores lac, mas 
tem uma delegao do segmento distal de lacZ e de todo o lacY 
e lacA, em cada mutante constitutivo. O diploide parcial resul- 
tante que contem o mutante constitutivo 1 continua a sinte- 
tizar constitutivamente as tres enzimas catabolicas da lactose, 
enquanto o diploide parcial que contem o mutante constitu¬ 
tivo 2 apresenta sintese induzivel das tres enzimas. Explique a 
diferenga entre os mutantes 1 e 2. 

Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 











510 Fundamentos de Genetica 


18.2 


O gene repressor lac (/) tem agao c/s e trans ; o operador lac so atua na configuragao c/s. 



Atividade de p-galactosidase 3 

Atividade de p-galactosidio 
permease 3 


Genotipo 

Com la ctose 

Sem lactose 

Com lactose 

Sem lactose 

Dedugao 

l + P + 0 + Z + Y + 

100 unidades 

1 unidade 

100 unidades 

1 unidade 

0 tipo selvagem e induzivel 

l + P + 0 + Z* Y+/F' 0p + o + Z-y- 

100 unidades 

1 unidade 

100 unidades 

1 unidade 


@P + 0 + Z + y7F' [+p*0+z~Y~ 

100 unidades 

1 unidade 

100 unidades 

1 unidade 

l + tem agao c/s e trans 

tP + 0 + Z*Y t /F' l+P + O c Z-Y- 

100 unidades 

1 unidade 

100 unidades 

1 unidade 

0* so atua em c/s 

l + P + 0 + Z~Y~/F’ l + P+ O c Z + Y + 

100 unidades 

100 unidades 

100 unidades 

100 unidades 

O c so atua em c/s 


“Osniveisde atividade em bacterias selvagens foram estabelecidos em lOOunidadestanto para a p-galactosidase (produtodogeneZ) quanto para a p-galactosfdio 
permease (produto do gene V). O gene A e seu produto p-galactosidio transacetilase nao sao mostrados por motivo de concisao. 


Sintese induzivel dos produtos genicos do operon Jac em uma 
bacteria F ' 1+ P* O c Z~ Y~ A~/I* P* 0 + Z* Y+A + 


>+ 


0+ 


Z + 


Y+ A + 


Cromossomo 


^ A 0 repressor bloqueia a transcricao 


Repressor 

ativo 


Produtos mutantes inativos 


| RNA 

A Traducao A 

polimerase 

A Transcricao A 


Plasmidio F 



/+ P + 0 C Z“ y~ A~ 

^ 0 repressor nao se iiga a 0 C 

Indutor ausente; nao ha sintese de produtos genicos ativos do operon lac 


Sintese constitutive dos produtos genicos do operon fac em uma 
bacteria F’ 1+ P ¥ O c Z* Y+ A+/I+ P+ 0+ Z~Y~ A~ 


1 + p+ Q+ 


Cromossomo 



Nao pode se figar 
ao operador 


Complexo 

repressor/ 

indutor 



Aiolactose 


p-galacto- p-galactosidio p-galacto 

sidase permease sfdio 

transa¬ 

cetilase 


RNA 
polimerase 


Produtos mutantes inativos 
* Traducao A 
A Transcricao A 


Plasmidio F 



p + 0 c z - y ~ A~ 

^0 repressor nao se iiga a 0 C 

Indutor presente; sao sintetizados produtos genicos ativos do operon lac 


I + P + 0 + 


y 


A 


Cromossomo 




/ 


/ 


| 0 repressor bloqueia a transcricao 


Repressor P'-'H 
ativo 


/ 


s 


p-galacto- p-galactosidio p-galacto- 

sidase permease sfdio 

transa¬ 

cetilase 




k Traducao A 

A Transcricao A 


Plasmidio F 



/ + P + O c Z + Y + A + 

T 0 repressor nao se Iiga a O c 

Indutor ausente; ha sintese de produtos genicos ativos do operon lac 

B 


■ FICURA 18.8 Estudos de diptoides parciais de E. coli mostraram que o operador so atua na configuragao cis. A sintese de p-galactosidase, 
P-galactosfdio permease e p-galactosidio transacetilase e (A) induzivel em um diploide parcial de genotipo F' l + P+O c Z~Y~A~/PP + 0 + Z + Y + A* e (B) 
constitutive em um diploide parcial de genotipo F' 1*P*0 C Z*Y + A*/}*P*0*Z-YA-. Esses resultados mostram que o operador (O) tern agao c/s; isto 
e, so regula os genes estruturais localizados no mesmo cromossomo. 
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Teste seu conhecimento sobre o operon lac 


PROBLEMA 

A tabela a seguir apresenta as atividades relativas das enzimas 
p-gaLactosidase e p-galactosidio permease em celulas de E. coli 
com diferentes genotipos no locus lac. O nivel de atividade de cada 
enzima induzido em celulas de E. coli de tipo selvagem que nao 
tern um F' foi estabelecido arbitrariamente em 100 unidades, e os 
niveis de todas as outras enzimas foram medidos em relagao aos 
niveis observados nessas celulas de tipo selvagem. Com base nos 
dados apresentados na tabela para os genotipos 1 a 4, complete 
os espagos (entre parenteses) com os niveis de atividade esperados 
para o genotipo 5. 


p-Galactosidio 

[3-Galactosidase permease 


Genotipo 

- indutor 

+ indutor 

-indutor 

+ indutor 

1./ + 0 + Z + Y* 

0,2 

100 

0,2 

100 

2. !~0*Z*Y* 

100 

100 

100 

100 

3. EO c Z*Y* 

75 

100 

75 

100 

4.1 ~0*Z + Y~/F' / ~0*Z*Y* 

200 

200 

100 

100 

5.! ~QFZ~Y*IV EO*Z + Y* 

( ) 

( ) 

( ) 

() 


FATOS E CONCEITOS 

1. Os genes lacZ e lacY codificam as enzimas p-galactosidase e 
p-galactosidio permease, respectivamente. A p-galactosidio 
permease transporta lactose para dentro das celulas, onde a 
p-galactosidase a diva em glicose e galactose. Os alelos lacZ* e 
lacY * desses genes codificam enzimas ativas, enquanto os alelos 
lacZ~ e lacY~ codificam produtos genicos inativos. 

2. Nas celulas de E. coli de tipo selvagem, os genes lacZ* e lacY* 
so sao transcritos na presenga de lactose. Sua transcrigao 
e reprimida (desativada) na ausencia de lactose quando a 
p-galactosidase e a p-galactosidio permease nao tern substan- 
cias para catabolisar ou transporter. A transcrigao e induzida 
quando se acrescenta lactose ao meio no qual as celulas estao 
crescendo (Figura 18.4B). 

3. Mutantes constitutivos de E. coli sintetizam p-galactosidase e 
p-galactosidio permease continuamente, haja ou nao lactose 
no meio. Essas mutagoes constitutivas sao de dois tipos e ocu- 
pam dois sitios distintos no mapa, dentro e perto do operon lac 
no cromossomo de E. coli. Algumas das mutagoes constitutivas 
- mutagoes lacE - sao mapeadas no gene codificador do repres¬ 
sor lac ; outros - mutagoes lacO c - sao mapeados na regiao 
operadora - o sftio a que se liga o repressor lac. 

4. O repressor lac (produto genico de lad + ) liga-se ao operador 
lac (O) e impede a ligagao da RNA polimerase ao promotor lac 
e a transcrigao dos genes no operon lac (Figura 18.4). Os alelos 
mutantes lacE codificam repressores inativos que nao se ligam 
ao operador lac. O alelo tad* e dominante em relagao a lacE. 

5. O repressor lac e uma proteina difusfvel; portanto, lad * regula 
a expressao dos genes do operon lac em posigao cis (no mesmo 
cromossomo) e trans (em outro cromossomo) em relagao a ele. 
Os elementos reguladores desse tipo sao ditos de agao cis e 
trans. 


6. O operador de tipo selvagem (0 + ) contem uma sequencia 
nudeotidica que atua como sitio de ligagao para o repres¬ 
sor lac. Os mutantes operador-constitutivos (O c ) contem um 
operador com uma sequencia nudeotidica alterada (frequen- 
temente uma detegao) a qual o repressor lac nao se liga mais 
ou se liga de maneira ineficiente. Assim, o nivel constitutive 
da sintese enzimatica depende da ligagao do repressor ao 
operador mutante, que pode ser fraca ou nao ocorrer. Como 
os operadores lacO * e tacO c so regulam a expressao de genes 
lac no mesmo cromossomo, eles sao denominados reguladores 
de agao cis. 

7. A quantidade de p-galactosidase e p-galactosidio permease 
sintetizadas em uma celula depende do numero de copias fun- 
cionais dos genes lacZ* e lacY * na celula. 

ANALISE E SOLU^AO 

1. Os dados apresentados para o genotipo 1 (!*0*Z*Y* = tipo 
selvagem) mostram que essas celulas sintetizam 0,2 unidade de 
cada enzima na ausencia de lactose e 100 unidades na presenga 
de lactose. 

2. Os dados apresentados para o genotipo 2 (EO‘~Z*Y + = mutante 
repressor-constitutivo) mostram que, na ausencia de um repres¬ 
sor ativo, as celulas sintetizam 100 unidades de cada enzima, 
haja ou nao lactose. 

3. O mutante operador-constitutivo (genotipo 3, EO c Z*Y*) nessa 
questao produz 75 unidades de cada enzima na ausencia de 
lactose e 100 unidades na presenga de lactose. Embora a sintese 
enzimatica seja constitutiva, ha alguma ligagao do repressor lac 
ao operador lac na ausencia de lactose. Quando ha lactose, essa 
ligagao nao ocorre mais, e a sintese das enzimas lac aumenta 
ate o nivel totalmente induzido (100 unidades). 

4. Os dados apresentados para o genotipo 4 (o diploide parcial E 
0*Z*Y~IE' EO + Z~Y *) mostram o efeito da dose do gene. Quando 
existem duas copias de um gene de tipo selvagem, as celulas 
produzem o dobro da quantidade de enzima produzida quando 
ha apenas uma copia. 

5. O genotipo 5 (EO c Z~Y*/E‘ EO*Z*Y*) e um diploide parcial com 
duas copias do operon lac. Tem duas copias de Y + , mas apenas 
uma copia deZ + . Ele tem um alelo I* em F', portanto, o repres¬ 
sor ativo estara presente nas celulas. A transcrigao de genes 
cromossomicos sera controlada por O c , enquanto a transcrigao 
de genes em F' sera controlada por 0 + . Toda a p-galactosidase 
sera produzida pelo alelo Z* em F'; ha uma mutagao Z~ no 
cromossomo. O F' contem um operon lac de tipo selvagem, 
portanto, havera sintese de 0,2 unidade de p-galactosidase na 
ausencia de lactose e de 100 unidades na presenga de lactose. 
No caso da p-galactosldio permease, e preciso considerar e 
combinar as contribuigoes das duas copias do gene Y* para 
calcular a quantidade total da enzima por celula. Na ausencia 
de lactose, serao produzidas 75 unidades a partir da copia 
cromossomica do gene e 0,2 unidade a partir da copia em 
F', totalizando 75,2 unidades. Na presenga de lactose, serao 
produzidas 100 unidades a partir de cada copia do gene Y + , 
totalizando 200 unidades. 
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■ FiGURA 18.9 Sfntese de AMP cfclico (cAMP) a partir do ATP catalisada por ade- 
nilcidase. 


estruturais lac geralmente podem ser induzi- 
dos em algum grau com alta concentragao de 
indutor, mas nao sao induzidos em concentra- 
gao normal do indutor. Quando estudados in 
vitro, os polipeptfdios /' mutantes formam te- 
trameros que se ligam ao DNA do operador 
lac. No entanto, eles nao se ligam ao indutor 
nem apresentam baixa afinidade pelo indutor. 

Assim, as mutagoes I s alteram o sftio de ligagao 
do indutor do repressor lac. 

As mutagoes promotoras nao modificam a 
induzibilidade do operon lac. Em vez disso, 
elas modificam os nfveis de expressao genica 
no estado induzido e nao induzido por modi- 
ficagao da frequencia de inicio de transcrigao 
do operon lac — isto e, a eficiencia de ligagao da RNA 
polim erase. 

Na verdade, o promotor lac tem dois componentes dis- 
tintos: (1) o sftio de ligagao da RNA polimerase e (2) um 
sitio de ligagao para outra proteina, denominada protef- 
na ativadora do catabolismo (CAP), que impede a indu¬ 
gao do operon lac na presenga de glicose. Esse segundo 
circuito de controle, que analisaremos a seguir, garante o 
uso preferential de glicose como fonte de energia, quan¬ 
do disponfvel. 

REPRESSAO CATABOLICA 

Ha muito se sabe que a presenga de glicose impede a 
indugao do operon lac, assim como de outros operons 
controladores de enzimas participantes do catabolismo 
de carboidratos. Esse fenomeno, denominado repressao 
catabolica (ou efeito glicose ), garante que a glicose seja me- 
tabolizada quando presente, em detrimento de outras 
fontes de energia menos eficientes. 

A repressao catabolica do operon lac e de varios ou¬ 
tros operons e mediada por uma proteina regulado- 
ra denominada CAP (proteina ativadora do catabolismo) e 


uma pequena molecula efetora denominada AMP cfcli¬ 
co (3', 5'-monofosfato de adenosina; abreviado cAMP) 
(Figura 18.9). Como a CAP se liga ao cAMP quando esse 
mononucleotfdio esta presente em concentragao sufi- 
ciente, as vezes e denominada proteina receptora do 
AMP cfclico. 

O promotor lac tem dois sftios de ligagao, um para 
RNA polimerase e outro para o complexo CAP/cAMP 
(Figura 18.10). O complexo CAP/cAMP tem de estar 
presente em seu sftio de ligagao no promotor lac para 
que haj a indugao normal do operon. Assim, o complexo 
CAP/cAMP exerce controle positivo sobre a transcrigao 
do operon lac. O efeito e exatamente o oposto do efeito 
da ligagao do repressor a um operador. Embora o meca- 
nismo preciso pelo qual CAP/cAMP estimula a ligagao 
da RNA polimerase ao promotor ainda seja incerto, seu 
controle positivo da transcrigao do operon lac e bem de¬ 
ni onstrado pelos resultados de experimentos in vivo e in 
vitro. CAP atua como dimero; portanto, assim como o re¬ 
pressor lac, e multimerica em seu estado ativo. 

Apenas o complexo CAP/cAMP liga-se ao promotor 
lac, na ausencia de cAMP, CAP nao se liga. Assim, o cAMP 
age como molecula efetora, determinando o efeito de 
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3' CCTTTCGCCCGTCACTCGCGTTGCGTTAATTACACTCAATCGAGTGAGTAATCCGTGGGGTCCGAAATGTGAAATACGAAGGCCGiAGCATACAACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTAC 5' 
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■ FIGURA 18.10 Organizagao da regiao promotor-operador do operon lac. O promoter tem dois componentes: (1) o sftio de ligagao do 
complexo CAP/cAMP e (2) o sftio de ligagao da RNA polimerase. Tambem sao mostrados os segmentos adjacentes dos genes estruturais lad 
(repressor) e lacZ (fl-galactosidase) e os operadores /ac0 1 e O r O operador 0 2 esta Eocalizado na regiao 3' (centralizado na posigao +412) no 
gene lacZ. O mRNA marcado na linha horizontal mostra a posigao em que comega a transcrigao do operon (extremidade 5' do mRNA do lac). 
Os numeros na parte inferior apresentam as distances em pares de nucleotfdios do sitio de inicio do transcrito (posigao +1). O ponto entre os 
dois filamentos nucleotfdicos indica o centro de simetria de um palfndromo imperfeito. 
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CAP sobre a transcrigao do operon lac. A concentragao 
intracelular de cAMP e sensivel a presenga ou ausencia 
de glicose. Altas concentragoes de glicose causam dimi- 
nuigao acentuada da concentragao intracelular de cAMP. 
A glicose impede a ativagao de adenilciclase, a enzima 
que catalisa a produgao de cAMP a partir do ATP. Assim, 
a presenga de glicose causa diminuigao da concentragao 
intracelular de cAMP. Na presenga de baixa concentra¬ 
gao de cAMP, CAP nao se liga ao promotor do operon lac. 
Por sua vez, a RNA polim erase nao se liga com eficiencia 
ao promotor lac na ausencia de CAP/cAMP. Assim, na 
presenga de glicose, a transcrigao do operon lac nunca 
ultrapassa 2% da taxa induzida observada na ausencia 
de glicose. Por mecanismos semelhantes, CAP e cAMP 
impedem a indugao dos operons arabinose (ara) e galac¬ 
tose ( gat) de E. coli na presenga de glicose. 

INTERAgdES PROTEINA-DNA 
QUE CONTROLAM A TRANSCRigAO 
DO 6PERON lac 

A Figura 18.10 mostra a sequencia de pares de nucleotidios 
da regiao reguladora do operon lac. Estudos comparativos 
das sequencias nucleotidicas de promotores e operadores 
mutantes e de tipo selvagem, alem dos estudos in vitro de li¬ 
gagao de CAP/cAMP, RNA polimerase e repressor e dados 
de cristalografia de raios X, ofereceram informagoes im- 
portantes sobre as intercedes pmtdna-dddos nucleico sequencia- 
espedficas que regulam a transcrigao do operon lac. 

Uma interagao fundamental e a ligagao da RNA poli¬ 
merase ao seu sitio de ligagao no promotor lac (Capitu¬ 
lo 11). Outra interagao importante e a ligagao de CAP/ 
cAMPC ao seu sitio de ligagao no promotor lac (comen- 
tada na segao anterior). Uma terceira e a ligagao do re¬ 
pressor lac aos operadores lac. 

Primeiro, examinemos a ligagao de CAP/cAMP ao 
seu sitio de ligagao no promotor lac. O complexo CAP/ 
cAMP controla a repressao catabolica; a ligagao de CAP/ 
cAMP ao promotor e necessaria para a indugao eficiente 
do operon lac. Como a ligagao de CAP/cAMP estimula 
a transcrigao dos genes estruturais lad A RNA polime¬ 
rase so se liga com eficiencia a seu sitio de ligagao no 


promotor lac se o complexo CAP/cAMP ja estiver liga- 
do. O complexo CAP/cAMP curva o DNA ao se ligar a ele 
(Figura 18.11 A). Exames radiologicos mostram que o DNA 
e curvado a medida que envolve a superlicie do comple¬ 
xo CAP/cAMP (Figura 18.1 IB). E preciso lembrar que os 
sitios de ligagao de CAP/cAMP e RNA polimerase sao 
adjacentes no promotor lac (Figura 18.10). Provavelmen- 
te, a curvatura do DNA por CAP/cAMP promove maior 
abertura do sitio para a RNA polimerase e, portanto, au- 
menta a ligagao e a transcrigao dos genes estruturais. No 
entanto, tambem ha evidencias de contato entre a RNA 
polimerase e CAP/cAMP, de modo que o quadro pode 
ser mais complexo que a simples curvatura do DNA. 

Em seguida, examinemos a ligagao do repressor lac 
aos operadores lac, que impede a transcrigao dos genes 
estruturais no operon pela RNA polimerase. E preciso 
lembrar que o operon lac e controlado por tres operado¬ 
res: o operador primario — O — e dois operadores secun- 
darios - 0 2 e (Figuras 18.5 e 18.10). 0 Y e o operador 
original identificado por Jacob e Monod; esta localizado 
entre o promotor e o gene Z. O esta localizado em po- 
sigao 3' em relagao a O no gene Z, e 0 L, em posigao 5' 
em relagao ao promotor. A repressao maxima requer os 
tres operadores; no entanto, ha forte repressao na pre¬ 
senga de O mais O ou O. Por que sao necessarios dois 
operadores para a repressao eficiente? Para responder 
essa pergunta, precisamos analisar a ligagao sequencia- 
especifica do repressor aos operadores. 

A forma ativa do repressor lac e um tetramero que 
tern quatro copias do produto do gene lad. Estudos 
com raios X das estruturas formadas pelo repressor lac 
e por sitios de ligagao sinteticos com 21 pb mostraram 
que cada repressor tetramerico liga-se simultaneamente 
a duas sequencias operadoras (Figura 18.12A). Na verda- 
de, o tetramero e constituido de dois dimeros, cada um 
deles com um sitio de ligagao sequencia-especifico. Um 
dos dimeros liga-se a O e o outro se liga a O ou O . Ao 
fazer isso, o repressor curva o DNA e forma um grampo 
(O e O ) ou uma alga (O e O ). A Figura 18.12B mostra 
a estrutura proposta do complexo repressor 0 -0 v Ob¬ 
serve a presenga de CAP/cAMP na alga de DNA forma- 
da quando o repressor lac e ligado tanto a O quanto a 
0 3 (Figura 18.12B). 


Curvatura de DNA por CAP/cAMP 

DNA 



curve 


Estrutura do complexo CAP/cAMP/DNA 



B 


■ FiGURA 16 11 A interagao de CAP/cAMP com seu sitio de ligagao no promoter lac. A. Quando CAP/cAMP, um regulador positivo, liga-se 
ao promoter lac, produz uma curvatura de mais de 90° no DNA. B. Estrutura do complexo formado por CAP/cAMP e uma molecula de DNA 
sintetica de 30 pb que contem o sitio de ligagao de CAP/cAMP com base em estudos com raios X. 
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■ FIGURA 18.12 Interagao de repressor lac com seus sftios de ligagao nos operadores lac. A. Ligagao do repressor lac tetramerico a dois DNA 
de 21 pb contendo sequendas de reconhecimento do repressor. B. Estrutura por montagem da alga de 93 pb formada quando o repressor 
tetramerico se liga aos operadores lac 0 1 e O r O complexo CAP/cAMP (azul) e mostrado dentro da alga associado a seu sitio de ligagao no 
promotor lac. 


Sabe-se que algas de DNA semelhantes sao formadas pela 
ligagao de protemas ativadoras e repressoras de outros ope- 
rons em E. coli e outras bacterias. As protemas reguladoras 
sao capazes de se ligar ao DNA de modo especifico para 


a sequencia, de alterar a estrutura do DNA e de estimular 
ou reprimir a transcrigao de genes estruturais adjacentes. A 
plena compreensao da regulagao da expressao genica exige 
conhecimento detalhado dessas importantes interagoes. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


O operon lac de E. coli e um sistema induzivel negativo e repressivel por catabolito; os ires 
genes estruturais no operon lac so sao transcritos em altos niveis na presenga de lactose e na 
ausencia de glicose 

Na ausencia de lactose, o repressor lac liga-se aos operadores lac e impede a RNA polimerase de 
iniciar a transcrigao do operon 

A repressan catabolica impede a indugdo de operons coma enzimas codificadoras de lac 
participantes do catabolismo dos carboidratos na presenga de glicose, a fonte preferida de 
energia 

A ligagao do complexo CAP/cAMPC ao seu sitio de ligagao no promotor lac curva o DNA e 
toma-o mais acessivel para a RNA polimerase 

O repressor lac liga-se a dois operadores — (O, e D. ? ) ou (O j e 0 7 )- ao mesmo tempo e curva o 
DNA com formagdo de um grampo ou uma alga, respectivamente. 


Operon de triptofano em E. coli \ Repressao e atenuagao 


Os genes estruturais no operon triptofano so sao trans¬ 
critos quando o triptofano esta ausente ou em baixa con- 
centragao.A expressao dos genes no operon trp e regula- 
da por repressao do infcio da transcrigao e por atenuagao 
termino premature} da transcrigao quando o triptofano 
e prevalente no ambiente. 

O operon trp de E. coli controla a smtese das enzimas 
catalisadoras da biossintese do aminoacido triptofano. 


As fungoes dos cinco genes estruturais e as sequencias 
reguladoras adjacentes do operon trp l’oram analisadas 
em detalhes por Charles Yanofsky e colegas. Os cinco 
genes estruturais codificam enzimas que convertem o 
acido corfsmico em triptofano. A expressao do operon 
trp e regulada em dois nfveis: repressao, que controla 
o inicio da transcrigao, e atenuagao, que determina a 
frequencia de termino prematuro do transcrito. Apre- 
sentamos esses mecanismos reguladores nas duas segoes 
a seguir. 
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REPRESSAO 

O operon trp de E. coli e um operon repressivel negativo. 
A Figura 18.13 mostra a organizagao do operon trp e a via 
de biossintese do triptofano. O gene trpR, que codifica o 
repressor de trp , nao esta estreitamente ligado ao operon 
trp. A regiao operadora (O) do operon trp situa-se na re¬ 
giao promotora primaria (P ). Tambem ha um promotor 
f’raco (/*,) na extremidade distal operadora do gene trpD. 
O promotor P aumenta o nivel basal de transcrigao dos 
genes trpC, trpB e trpA. Duas sequencias de termino da 
transcrigao ( te t') estao localizadas em posigao 3' em re- 
lagao a trpA. A regiao trpL especifica uma sequencia lider 
de mRNA com 162 nucleotidios. 

A Figura 18.4C apresenta um diagrama regulagao da 
transcrigao do operon trp. Na ausencia de triptofano 
(correpressor), a RNA polimerase liga-se a regiao promo¬ 
tora e transcreve os genes estruturais do operon. Na pre- 
senga de triptofano, o complexo correpressor/repressor 
liga-se a regiao operadora e impede a RNA polimerase de 
iniciar a transcrigao dos genes no operon. 

A taxa de transcrigao do operon trp no estado desre- 
primido (ausencia de triptofano) corresponde a 70 vezes 
a taxa no estado reprimido (presenga de triptofano). Em 
mutantes trpR, que nao tern um repressor ativo, a taxa de 


sintese das enzimas de biossintese do triptofano ainda e 
reduzida cerca de dez vezes pelo acrescimo de triptofano 
ao meio. Essa redugao adicional na expressao do operon 
trp e causada por atenuagao, que e discutida a seguir. 

ATENUACAO 

As delegoes que removem parte da regiao trpL (Figu¬ 
ra 18.13) aumentam as taxas de expressao do operon trp. 
No entanto, essas delegoes nao tern efeito sobre a repres- 
sibilidade do operon trp; isto e, a repressao e a desrepres- 
sao ocorrem exatamente como nas cepas trpL + . Esses re- 
sultados indicam que a sintese das enzimas de biossintese 
do triptofano e regulada em um segundo nivel por um 
mecanismo independente de repressao/desrepressao e 
requer a presenga de sequencias nucleotfdicas na regiao 
trpL do operon trp. 

Esse segundo nivel de regulagao do operon trp e de- 
nominado atenuagao, e a sequencia no trpL que controla 
esse fenomeno e denominada atenuador (Figura 18.14A). A 
atenuagao ocorre por controle do termino da transcrigao 
em um sitio perto da extremidade da sequencia lider do 
mRNA. Esse termino “prematuro” da transcrigao do ope¬ 
ron trp so ocorre na presenga de tRNA Trp com carga de 
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■ FIGURA I8.1 i Organizagao do operon trp (triptofano) em E. coli. O operon trp contem cinco genes estruturais que codificam enzimas parti- 
cipantes da biossintese de triptofano, como e mostrado na parte inferior, e a regiao reguladora trpL. O comprimento de cada gene ou regiao e 
apresentado em pares de nudeotidios; as distances intergenicas sao mostradas abaixo das sequencias de genes. Legenda: PRA, antraniiato de 
fosforribosil; CDRP, fosfato de carboxifenilamino-desoxirribulose; SnGP, fosfato de indol-glicerol. 
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■ FIGURA 18.14 Sequencias na regiao Ifder do mRNA de trp responsavel pela atenuaqao. A. A sequencia trpL, destacando a sequencia codifica- 
dora do peptfdio Ifder, os dois codons de triptofano responsaveis pelo controle da atenuaqao por triptofano e as quatro regioes (sombreadas) 
que formam as estruturas de haste e alga ou grampo mostradas em (B). B. Estruturas secundarias alternativas formadas pelo mRNA de trpL - (1) 
a regiao 1 faz par com a regiao 2 e a regiao 3 faz par com regiao 4, formando um grampo de termino da transcrigao; ou (2) a regiao 2 forma 
pares de bases com a regiao 3, impedindo o pareamento da regiao 3 com a regiao 4. A concentragao de triptofano na celula determina qual 
dessas estruturas se formara durante a transcrigao do dperon trp. 


triptofano. Quando ocorre esse termino prematuro ou 
essa atenuagao, ha produgao de um transcrito trp trunca- 
do (140 nucleotidios). 

A regiao atenuadora tern uma sequencia de pares de 
nucleotidios praticamente identica aos sinais de termino 
da transcrigao encontrados nas extremidades da maioria 
dos operons bacterianos. Esses sinais de termino con tern 
um palmdromo rico em G:C seguido por varios pares de 
bases A:T, A transcrigao desses sinais de termino produz 
um RNA nascente com possibilidade de formar uma es- 
trutura em grampo ligada por hidrogenio seguida por va- 
rias uracilas. Quando um transcrito nascente forma essa 
estrutura de grampo, modifica a conformagao da RNA po- 
limerase associada, ocasionando o termino da transcrigao 
na regiao seguinte de pareamento de bases de RNA-DNA, 
com ligagoes de hidrogenio mais fracas (A:U) . 

Portanto, a sequencia nucleotidica do atenuador ex¬ 
plica sua capacidade de interromper prematuramente a 


transcrigao do dperon trp. Mas como isso e regulado pela 
presenga ou ausencia de triptofano? 

Primeiro, lembre-se de que a transcrigao e a tradugao 
estao acopladas em procariotos; isso e, os ribossomos co- 
megam a traduzir os mRNA ainda durante sua smtese. 
Assim, eventos que ocorrem durante a tradugao tambem 
podem afetar a transcrigao. 

Em segundo lugar, observe que a sequencia lider de 
162 nucleotidios do mRNA do dperon trp contem se¬ 
quencias cujas bases podem se emparelhar e formar es¬ 
truturas em haste e alga ou em grampo (Figura 18.14B) . As 
quatro regioes lfderes que podem emparelhar suas bases 
para formar essas estruturas sao: (1) nucleotidios 60 a 68, 
(2) nucleotidios 75 a 83, (3) nucleotidios 110 a 121 e (4) 
nucleotidios 126 a 134. Os comprimentos dessas regioes 
que participant do pareamento de bases variant de acor- 
do com as regioes emparelhadas. As sequencias nucleo- 
tfdicas dessas quatro regioes sao tais que a regiao 1 pode 










Capitulo 18 | Regulagao da Expressao Cenica em Procariotos 517 


formar pares de bases com a regiao 2, a regiao 2 pode for- 
mar pares de bases com a regiao 3, e a regiao 3 pode formar 
pares de bases com a regiao 4. A regiao 2 pode formar 
pares de bases com a regiao 1 ou com a regiao 3, mas, 
evidentemente, so com uma delas por vez. Assim, ha duas 
possfveis estruturas secundarias da sequencia lfder trpr. 
(1) regiao 1 emparelhada com a regiao 2 e regiao 3 em- 
parelhada com a regiao 4 ou (2) regiao 2 emparelhada 
com a regiao 3, deixando as regioes 1 e 4 sem par. O pare- 
amento das regioes 3 e 4 produz o grampo de termino da 
transcrigao ja mencionado. Se a regiao 3 emparelha suas 
bases com a regiao 2, nao pode emparelhar com a regiao 
4, e nao ha fbrmagao do grampo de termino da transcri¬ 
gao. Como voce provavelmente ja percebeu, a presenga 
ou ausencia de triptofano determina qual dessas estrutu¬ 
ras alternativas e formada. 


Em terceiro lugar, observe que a sequencia lfder con¬ 
tem um codon AUG de infcio da tradugao, seguido de 
13 codons de aminoacidos, seguidos, por sua vez, de um 
codon UGA de termino da tradugao (Figura 18.14A). 
Alem disso, a sequencia lfder trp contem um sftio eficien- 
te de ligagao ribossomica em posigao apropriada para 
o infcio da tradugao no codon de iniciagao AUG lfder. 
Todos os dados disponfveis indicam que um “peptfdio 
lfder” de 14 aminoacidos e sintetizado como mostra o 
diagrama da Figura 18.14A. 

A Figura 18.15A mostra o grampo de termino da transcri¬ 
gao do operon trp normal, e a Figura 18.15B e C mostra um 
diagrama do mecanismo proposto de atenuagao da trans¬ 
crigao do operon trp. O peptfdio lfder contem dois resfduos 
triptofano contfguos. Os dois codons Trp sao posicionados 
de tal modo que em baixa concentragao de triptofano (e, 
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B. Com baixos niveis de triptofano, a traducao da sequencia lider para 
em um dos codons Trp. Essa parada possibilita o empareihamento das 
regioes iideres 2 e 3, o que impede o empareihamento da regiao 3 com 
a regiao 4 para formar o grampo de termino da transcricao. Assim, a 
transcricao prossegue atraves de todo o operon trp. 


C. Na presenca de triptofano suficiente, a traducao ultrapassa os codons 
Trp ate o codon de termino e interrompe o pareamento de bases entre as 
regioes Iideres 2 e 3. Esse processo deixa a regiao 3 livre para 
empareihamento com a regiao 4 e formacao do grampo de termino da 
transcricao, que interrompe a transcricao na sequencia atenuadora. 


■ FIGt RA 18.15 ControEe do operon trp por atenuagao. A. O sinal de 
termino da transcrigao em E. coti contem uma regiao de simetria da 
dfade (setas) que resulta em sequences de mRNA que podem for¬ 
mar estruturas em grampo. B. Em baixa concentragao de triptofano, 
a transcrigao prossegue alem da sequencia atenuadora ao longo de 
todo o operon trp. C. Na presenga de triptofano suficiente, a transcri¬ 
gao frequentemente termina na sequencia atenuadora. 
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p or tan to, baixa concentragao de Trp-tRNA Tr P), o ribossomo 
para antes de encontrar a estrutura de bases emparelhadas 
formada pelas regioes lfderes 2 e 3 (Figura 18.15B). Como 
o emparelhamcnto das regioes 2 e 3 impede a fomiacao do 
grampo de termino da transcrigao pelo emparelhamento 
de bases das regioes 3 e 4, a transcrigao con tin tiara alem do 
atennador ate o gene trpE na ausencia de triptofano. 

Na presenga de triptofano suficiente, o ribossomo e ca- 
paz de traduzir ultrapassando os codons Ti p ate o codon 
de termino do peptfdio lfder. No processo, interrompe o 
pareamento de bases entre as regioes lfderes 2 e 3. Essa 
interrupgao deixa a regiao 3 livre para emparelhamento 
com a regiao 4, formando o grampo de termino da trans¬ 
crigao (Figura 18.15C). Assim, na presenga de triptofano 
suficiente, a transcrigao costuma terminar (cerca de 90% 
das vezes) no atennador, o que reduz a quantidade de 
mRNA para os genes estruturais tip. 


A transcrigao do operon trp pode ser regulada em 
um intervalo de quase 700 vezes pelos efeitos combina- 
dos da repressao (ate 70 vezes) e da atenuagao (ate 10 
vezes). 

A regulagao da transcrigao por atenuagao nao e ex- 
clusiva do operon trp. Cinco outros operons ( thr .; ilv, 
leu, phe e his) sao regulados por atenuagao. Agora se 
acredita que o operon his, que durante nvuitos an os 
foi considerado repressfvel, seja totalmente regulado 
por atenuagao. Embora pequenos detalhes variem de 
um operon para outro, as principals caracterfsticas da 
atenuagao sao iguais nos seis operons. Para avaliar sua 
compreensao sobre atenuagao, leia Resolva!: Regula¬ 
gao do operon de histidina de Salmonella typhimurium. 
Leia tambem os comentarios sobre um mecanismo re- 
gulador relacionado em O futuro: O riborregulador 
( riboswilch) de lisina. 


Resolva! 


Regulagao do operon de histidina de Salmonella typhimurium 



O aminoacido histidina e sintetizado a partir de 1-pirofosfato de 5-fosforribosil e ATP por uma serie de dez reagoes catalisadas por 
enzimas codificadas por otto genes contfguos no operon de histidina de Salmonella typhimurium. O operon his e transcrito como uma 
unidade que produz um mRNA multigenico. O operon e expresso em alto nfvel quando a concentragao de histidina e baixa, mas em 
baixo ntvel quando a concentragao de histidina e alta. A sequencia nucleotfdica do filamento nao molde da regiao h'der nao traduzida 
5' do operon hise mostrada na sequencia a seguir, junto com as sequences de aminoacidos previstas (usando o codtgo de uma letra) 
de um peptfdio lider especificado pela pequena ORF e os cinco primeiros aminoacidos do produto/nsC.Alem disso, seis regioes capazes 
de formar estruturas de haste e alga (grampo) por pareamento de bases sao designadas de 1 a 6. 
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De acordo com as informagoes acima, proponha um mecanismo de regulagao da expressao do operon his. 
► Leia a resposta do problema no site http://gen-io.grupogen.com.br. 
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FUTURO 



O RIBORREGULADOR ( RIBOSWITCH) DE LISINA 

H a muito tempo se sabe que as enzimas sofrem mudangas 
de conformagao e atividade depois da ligagao a pequenas 
moleculas. Durante a ultima decada, demonstrou-se que 
as moleculas de RNA ligam-se a metabolitos e sofrem alteragoes 
semelhantes da conformagao. Na verdade, os dominios de ligagao 
de metabolitos de muitos mRNA bacterianos tem papeis centrais 
na regulagao da expressao genica. Juntos, os dominios de ligagao a 
metabolitos desses RNA e os dominios que sofrem alteragoes de 
conformagao sao conhecidos como riborregu lad ores. Eles regulam 
a expressao genica por mudanga de conformagao apos a ligagao 
de metabolitos especificos. As mudangas de conformagao podem 
ativar ou finalizar a transcrigao ou tradugao. 

Os riborreguladores costumam finalizar a transcrigao pela 
formagao de grampos de termino da transcrigao semelhantes 
ao responsavel pela atenuagao no operon trp de E. coli {ver Figu- 
ra 18.15C). Eles tambem podem bloqueara tradugao por sequestra 
da sequencia de Shine-Dalgarno (sftio de ligagao do ribossomo) 
dentro de um grampo unido por ligagoes de hidrogenio, de modo 
que os ribossomos nao possam se ligar ao mRNA. A maioria dos 
riborreguladores caracterizados ate hoje ocorre em bacterias; en- 
tretanto, tambem foram identificados em arqueobacterias, fungos e 
vegetais. Em fungos e vegetais, as vezes os riborreguladores alteram 
a recomposigao (splicing) e o processamento 3' do mRNA. 


Os riborreguladores contem dois componentes essenciais: (1) 
um dommio aptamero, uma regiao dobrada capaz de se ligar a um 
metabolito especlfico, e (2) um dominiode expressao, que pode se 
dobrar em duas estruturas distintas, uma que facilita a expressao 
genica e a outra que bloqueia a expressao genica. Os dois dominios 
geralmente estao presentes no mRNA em posigao 5' em relagao ao 
codon de inlcio da tradugao. 

Examinemos um riborregulador especlfico, o riborregulador de 
lisina, que regula a biossintese de lisina e seu transporte para o inte¬ 
rior das celulas. As bacterias sintetizam a lisina a partir do aspartato 
em uma sequencia de reagoes catalisadas por enzimas. Em E. coli, 
o gene lysC codifies uma aspartoquinase catalisadora da primeira 
etapa da biossintese de lisina, e as mutagoes em E. coli que resul- 
tam na slntese constitutiva de lisina sao mapeadas na regiao Ifder 
do gene lysC, Agora, constata-se que essa regiao do mRNA de lysC 
e altamente conservada e dobra-se em uma estrutura com cinco 
regioes helicoidais que circundam uma bolsa de ligagao a lisina. Um 
riborregulador de lisina muito semelhante foi encontrado na regiao 
5' nao traduzida do mRNA de lysC de B. subtilis.As sequences con- 
servadas nos riborreguladores de E. coli e B. subtilis foram usadas 
para pesquisar sequences semelhantes em outros genomas bac¬ 
terianos. Os resultados foram claros; os riborreguladores de lisina 
sao extremamente conservados e estao amplamente distribuldos 
no reino das bacterias. A Figura 1 mostra a estrutura prevista do 
domlnio de aptamero (ligador de lisina) do riborregulador de lisina 
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■ FIGURA 1 Estrutura do dornfmo ligador de lisina do riborregulador de tisina. A estrutura mostra as regioes de haste e alga conservadas em 
torno da bolsa de ligagao de lisina (azul). A sequencia mostrada e derivada de uma analise genomica comparativa de um grande numero de 
riborreguladores de tisina de muitas especies. As cinco estruturas de haste e alga sao extremamente conservadas, assim como os nucleo- 
tfdios que constituem a bolsa de ligagao de lisina, G, A, C e U representam nucleotidios invariaveis. Os outros sfmbolos sao: R = purina, G 
ou A; Y = pirimidina, C ou U; W = A ou U; S = G ou C; M = A ou C; K = G ou U; H = A, U ou C; B ™ G, C ou U; D = A, G ou U; V = A, C ou U; 
e N = A, G, C ou LL 
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FUTURO ( 





com base em uma comparagao de 71 riborregutadores de lisina de 
37 diferentes espedes de bacterias. 

Na ausencia de lisina, o dominio de expressao do riborregulador 
de lisina forma uma regiao de grampo com ligagoes de hidrogenio 
denominada antiterminador em posigao 5' em relagao a regiao 
codificadora do gene lysC (Figura 2A) e outros genes regulados. 
A sequencia em posigao 3' presente nesse grampo antiterminador 
superpoe-se a sequencia em posigao 5' no grampo de termino da 
transcrigao que se forma na presenga de lisina. Assim, a presenga do 
grampo antiterminador impede a formagao do grampo terminador 
e facilita a transcrigao continua de tysC e de outros genes regulados 
na ausencia de lisina. Caso haja acrescimo de lisina ao meio de 


cultura das bacterias, o aptamero se ligara a ela {ver Figura 1) e des- 
encadeara uma mudanga de conformagao no dominio de expressao 
do riborregulador de lisina (Figura 2B). Essa mudanga de conforma¬ 
gao sequestra a sequencia em posigao 5' do grampo antitermina¬ 
dor em um grampo basal unido por ligagoes de hidrogenio que faz 
parte da bolsa de ligagao de lisina do aptamero. Em consequencia 
disso, a sequencia em posigao 3' do antiterminador e livre para 
se tornar parte do grampo terminador da transcrigao e finalizar a 
transcrigao na porgao 5' da regiao codificadora de lysC (Figura 2B). 
Logo, as bacterias interrompem a biossmtese de lisina quando a 
slntese nao e mais necessaria e usam a energia conservada para 
promover outros processos metabolicos. 
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A. Ausencia de lisina, transcricao do gene lysC. 


B. Presenca de lisina, a transcricao de /ysC e finalizada. 


■ figura 2 Controle da transcrigao pelo riborregulador de lisina. A. Na ausencia de lisina, um grampo antiterminador forma-se no 
dominio de expressao em posigao 5' em relagao ao inicio da tradugao do gene regulado (lysC no diagrama) e impede a formagao de 
grampo terminador de transcrigao. Por conseguinte, a transcrigao do gene e ativada. B. Quando presente, a lisina liga-se ao aptamero, e a 
sequencia antiterminadora 5' e sequestrada em um grampo basal que faz parte da bolsa de ligagao de lisina. Por conseguinte, a sequencia 
antiterminadora 3' esta livre para partidpar da formagao de um grampo de termino da transcrigao em posigao 5' em relagao a regiao 
codificadora do gene regulado (lysC e mostrado na ilustragao). Portanto, a transcrigao e desativada. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


O operon trp de E. coli e. um sistema repressivel negative >; a transcricao dos cinca genes 
estruturais no operon trp e reprimida na presenga de concentragdo relevante de triptofano 

Operons coma trp codificadores de enzimas participantes das vias de biossmtese de aminoacidos 
geralmente sdo controlados por um segundo mecanismo regulador denominado aten uagdo 


A atenuagdo ocorrepelo termino prematura da transcrigao em um sitio na sequencia Uder do 
mRNA (a sequencia em posigao 5' em relagao a regiao codificadora) quando o triptofano e 
predominante no meio de crescimento das bacterias. 


Regulagao da expressao genica por controle da tradugao 


Geralmente, o ajuste fino da regulagao da expressao ge¬ 
nica ocorre por modulagao da frequencia de inicio da tra¬ 
dugao ou da taxa de alongamento da cadeia polipeptfdica. 

Embora a regulagao da expressao genica em procariotos 
ocorra principalmente na transcrigao, o ajuste fino cos- 
luma ser feito na tradugao. Em procariotos, as moleculas 


de mRNAfrequentemente sao muldgenicas, contendo as 
sequencias codificadoras de varios genes. Por exemplo, o 
mRNA do operon lac de E. colt abriga sequencias nucle- 
otfdicas codificadoras de P-galactosidase, (3-galactosfdio 
permease e pJ-galactosfdio transacetilase. Assim, os ires 
genes codificadores dessas protemas tem de ser ativados 
e desativados juntos na transcrigao porqtte os genes sao 
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cotranscritos. Todavia, os tres produtos genicos nao sao 
sintetizados era quantidades iguais. Uma celula de E. coli 
que cresce em meio rico em lactose como unica fonte 
de carbono contem cerca de 3.000 moleculas de (3-galac- 
tosidase, 1.500 moleculas de (3-galactosfdio permease e 
600 moleculas de (3-galactosfdio transacetilase. E claro 
que as dlferentes quantidades molares dessas protemas 
por celula tern de ser controladas apos a transcrigao. 

E preciso lembrar que transcrigao, tradugao e degra- 
dagao de mRNA estao acopladas em procariotos; uma 
molecula de mRNA costuma passar pelos tres processos 
simultaneamente. Assim, os produtos genicos podem ser 


produzidos em diferentes quantidades a partir do mes- 
mo transcrito por varios mecanismos. 

1. Sabe-se que a efitiencia de initio da tradugao e difermte 
nos codons de iniciagao ATG de diferentes genes. 

2. A alteragdo da eficienda de movimento do ribossomo ao lon- 
go das regioes intergenicas de um transcrito e bastante 
comum. A diminuigao das taxas de tradugao costuma 
ser causada por grampos ou outras formas de estrutu- 
ra secundaria que impedem a migragao do ribossomo 
ao longo da molecula de mRNA. 

3. Tambem ha taxas diferentes de degradagdo de regioes es- 
pecfficas de moleculas de mRNA. 


PONTOS ESSENCIAIS 


O ajuste fino da regulagao costuma ocorrer no nivel de tradugao por modulagdo da taxa de 
iniciagao da cadeia polipeptidica ou de alongamento da cadeia. 


Mecanismos reguladores pos-tradugao 


A inibigao por feedback ocorre quando o produto de uma 
via de biossmtese inibe a atividade da primeira enzima 
da via, rapidamente interrompendo a sintese do produto. 


Nos comentamos, anteriormente neste capitulo, o meca- 
nismo pelo qual a transcrigao de genes bacterianos codi- 
ficadores de enzimas em uma via de biossmtese e repri- 
mida quando o produto dessa via esta presente no meio 
de cultura das celulas. Um segundo e mais rapido ajuste 
fino da regulagao do metabolismo costuma ocorrer no 
nivel da atividade da enzima. A concentragao suficiente 
do produto final de uma via de biossmtese costuma inibir 
a primeira enzima da via (Figura 18.16). Esse fenomeno e 
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■ FIGURA 18.16 Inibigao por feedback da atividade do produto genico. 
O produto final de uma via de biossmtese costuma se ligar a primeira 
enzima da via e interromper sua atividade, rapidamente bloqueando 
a sfntese do produto final. 


denominado inibigao por feedback ou inibigao pelo produto fi¬ 
nal. A inibigao por feedback ocasiona a interrupgao quase 
imediata da sfntese do produto final quando ele e acres- 
centado ao meio. 

A via de biossmtese do triptofano em E. coli e uma 
boa ilustragao da inibigao por feedback. O produto final 
- triptofano - liga-se a primeira enzima da via — antra- 
nilato sintetase (Figura 18.13) - e inibe totalmente sua 
atividade, com interrupgao quase imediata da sfntese de 
triptofano. 

As enzimas sensfveis a inibigao por feedback contem 
um sftio (ou sftios) de ligagao do produto final alem 
do sftio (ou sftios) de ligagao do substrato. No caso de 
enzimas multimericas, o sitio de ligagao do produto final ou 
regulador costuma ser uma subunidade (polipeptfdio) 
diferente da existente no sftio do substrato. Depois da li¬ 
gagao do produto final, essas enzimas sofrem transigoes 
alostericas que reduzem sua afinidade pelos substratos. 
As protemas que sofrem mudangas de conformagao sao 
denominadas protemas alostericas. Muitas enzimas, tal- 
vez a maioria delas, passam por transigoes alostericas de 
algum tipo. 

As transigoes alostericas tambem parecem ser res- 
ponsaveis pela ativagao da enzima, que costuma ocorrer 
quando uma enzima se liga a um ou mais de seus subs¬ 
tratos ou a alguma outra pequena molecula. Algumas 
enzimas apresentam um amplo espectro de ativagao e 
inibigao por muitas moleculas efetoras diferentes. Um 
exemplo e a enzima glutamina sintetase, que catalisa a 
etapa final da biossmtese do aminoacido glutamina. A 
glutamina sintetase e uma enzima multimerica complexa 
tan to em procariotos quanto em eucariotos. A glutamina 
sintetase de E. coli responde, por ativagao ou inibigao, a 
16 metabolitos diferentes, provavelmente por transigao 
alosterica. 
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PONTOS ESSENCIAIS 


A inibigao por feedback ocorre quando o produto de uma via de biossintese inibe a atividade 
da primeira enzima da via, com rdpida intenrupgdo da biossintese do produto 

A ativagdo da enzima ocorre quando um substrata ou outra molecula efetora estimula a 
atividade de uma enzima, aumentando a taxa de sintese do produto da via. 


Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Qua] e a diferenga entre mecanismos reguladores 
positivos e negatives? 

Resposta:As mutagoes de genes reguladores que geram 
produtos inativos tem efeitos muito diferentes em 
sistemas de con H ole positivos e negativos. Nos cir- 
cuitos de controle positive, essas mutagoes toraam 
impossfvel ativar a expressao dos genes regulados, 
enquanto nos circuitos de controle negativo, essas 
mutagoes tornam impossfvel a desativagao da ex¬ 
pressao dos genes regulados. 

2. Qual e a diferenga entre operons induzfveis e re- 
pressfveis? 

Resposta: Na ausencia da molecula efetora, os operons 
induzfveis sao desativados, enquanto os operons re¬ 
pressive is sao ativados. 

3. Qual e a diferenga entre elementos reguladores cis 
e trans'? 

Resposta: Esses elementos podem ser distinguidos por 
construgao de diploides parciais nos quais os ele- 
mentos reguladores estejam em posigao (!) cis em 
relagao aos genes regulados e (2) trans em relagao 
aos genes regulados. Um elemento de agao cis so in- 
fluencia a expressao dos genes quando presente em 
configuragao cis, enquanto um elemento de agao 
trans e eficaz tanto em configuragao cis quanto trans 
(compare as Figuras 18.7 e 18.8). 

4. O que e atenuagao? Qual e seu mecanismo? 

Resposta: Atenuagao e um mecanismo de regulagao da 
expressao genica pelo termino prematuro da trans¬ 
crigao na regiao lfder de um transcrito. No caso do 
operon do triptofano (trp) de E. coli, por exemplo, a 
presenga ou ausencia do produto final, triptofano, 


determina se ha ou nao atenuagao. A regiao lfder 
do mRNA tem sequencias que podem emparelhar 
suas bases para formar estruluras em grampo aller- 
nativas, uma das quais e um sinal tfpico de termino 
da transcrigao. Aformagao desse grampo depende 
da tradugao de um peptfdio lfder contendo dois 
resfduos triptofano. Quando os nfveis de triptofa¬ 
no sao baixos, a tradugao cessa nos codons Trp, o 
que impede a formagao do grampo de termino da 
transcrigao (Figura 18.15B). Quando a quantidade 
de triptofano e suficiente, a tradugao ultrapassa os 
codons Trp ate o codon de termino da tradugao, 
desorganizando o primeiro grampo. Isso, por sua 
vez, possibilita a formagao do grampo de termino 
da transcrigao e a oconencia de atenuagao {termi- 
no da transcrigao no atenuador) (Figura 18.15C). 
A atenuagao diminui em dez vezes a sfntese das 
enzimas de biossintese do triptofano. A atenuagao 
e possfvel em procariotos porque a transcrigao e a 
tradugao estao acopladas, assim, os eventos ocorri- 
dos durante a tradugao podem afetar a transcrigao. 

5. O acrescimo de histidina ao meio de cultura de E. 
coli faz cessar sua sfntese muito rapidamente, bem 
antes de cessar a sfntese das enzimas de biossintese 
da histidina. Qual e a explicagao para isso? 

Resposta: Alem de desativar a sintese das enzimas de bios- 
sfntese da histidina, a histidina tambem inibe a ati¬ 
vidade da primeira enzima - N'-5' -fosforibossil-ATP 
transferase - da via de biossintese da histidina, por 
um processo denominado inibigao por feedback. A en¬ 
zima tem um sftio de ligagao de histidina, e quando 
se liga a histidina, sofre uma mudanga de confor- 
magao que inibe sua atividade (Figura 18.16). As¬ 
sim, a inibigao por feedback acarreta a interrupgao 
quase imediala da sfntese de histidina. 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. O modelo operon para a regulagao da sfntese da 
enzima necessaria para o uso de lactose por E. coli 
inclui um gene regulador (/), uma regiao opera- 
dora (O), um gene estrutural (Z) para a enzima 


p-galactosidase e outro gene estrutural (10 para a 
[3-galactosfdio permease. A (3-galaclosfdio permea¬ 
se transporta lactose para dentro da bacteria, onde 
e clivada em glicose e galactose pela [3-galactosi- 
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dase. As mutagoes no operon lac tem os seguintes 
efeitos: as cepas mutantes Z~ e Y~ sao incapazes de 
produzir (3-galactosidase e [3-galactosfdio permea¬ 
se ativas, respectivamente, ao passo que as cepas 
mutantes I~ e O sintetizam de maneira constitu- 
tiva os produtos genicos do operon lac. A figura 
a seguir mostra uma cepa de E. toll parcialmente 
diploide que tem duas copias do operon lac. Com¬ 
plete o diagrama com um genotipo que resulte na 
sintese constitutiva de (3 -g al actosidase e na sintese 
induzivel de (3-galactosfdio permease por esse di¬ 
ploide parcial. 


/ 0 Z V 



/ 0 Z V 



Resposta: Vari os genotipos diferentes apresentarao sinte- 
se constitutiva de (3-galactosidase e smtese induzivel 
de P-galactosidio permease. E indispensavel que 
cumpram dois requisites fundamentals: (1) a celu- 
la precisa ter ao menos uma copia do gene P, que 
codifica o repressor, e (2) o gene Z + e uma mutagao 
O tem de estar no mesmo cromossomo porque o 
operador so atua em cis, isto e, so afeta a expressao 
de genes no mesmo cromossomo. Por outro lado, 

o 

a celula pode ser homozigota ou heterozigota para 
o gene P e, se heterozigota, P pode estar em qual- 
quer um dos cromossomos porque P e dominante 
em relagao a P, e P atua tanto em configuragao cis 
e quanto trans. Um possivel genotipo e apresentado 
no diagrama a seguir. 

o o 


1+ QC 7 + y- 



r o + z~ y + 



Quantos outros genotipos com smtese constitutiva 
de P-galactosidase e smtese induzivel por (3-galacto- 
si'dio permease voce consegue imaginar? 

2. Celulas de E. coli de tipo selvagem apresentam cresci- 
mento exponencial em meio de cultura com concen- 
tragao muito baixa de triptofano ha 20 min quando 
se acrescenta uma grande quantidade de triptofano 
ao meio. Que alteragoes fisiologicas ocorrem nessas 
celulas apos o acrescimo de triptofano? 

Resposta: (a) Inicialmente, o triptofano liga-se a primeira 
enzima - antranilato sintetase - da via de biossmte- 
se do triptofano, o que inibe a atividade da enzima 
e causa a interrupgao quase imediata da smtese de 
triptofano. Esse mecanismo regulador e denomi- 
nado inibigao por feedback (Figura 18.16). (b) A 
segunda alleragao e que a alta concentragao desse 
aminoacido diminui as taxas de smtese das enzimas 
de biossmtese do triptofano pelo termino prematu- 
ro - atenuagao - da transcrigao dos genes no operon 
do triptofano (Figuras 18.14 e 18.15). (c) A terceira 
e que a alta concentragao de triptofano re prime a 
transcrigao do operon trp, o que diminui ainda mais 
as taxas de smtese das enzimas de biossmtese do 
triptofano (Figura 18.14C). Em conjunto, a inibigao 
por feedback, a atenuagao e a repressao/desrepressao 
ajustam com rapidez e bastante precisao as taxas de 
smtese bacteriana de metabolitos como o triptofano 
em resposta a mudangas ambientais. 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


18.1 c omo e possivel diferenciar enzimas induziveis e 
repressiveis de microrganismos? 

18.2 Diferencie (a) repressao e (b) inibigao por feedback 
causada pelo produto final de uma via de biossm¬ 
tese. Como esses dois fenomenos reguladores se 
complementam para possibilitar a regulagao efi- 
ciente do metabolismo? 

18.3 No operon de lactose de E. coli, qua! e a fungao 
de cada um destes genes ou sitios: (a) regulator, 
(b) operador, (c) promotor, (d) gene estrutural Z 
e (e) gene estrutural Y? 

18.4 Qual seria a consequencia da inativagao por muta- 
gao destes genes ou sitios no operon de lactose de 
E. coli: (a) regulator, (b) operador, (c) promotor, 
(d) gene estrutural Ze (e) gene estrutural 1? 


18.5 Grupos de alelos associados ao operon de lactose 
sao (em ordem de dominancia de cada serie aleli- 
ca): repressor, /' (super-repressor), P (induzivel) e 
P (constitutive); operador, O (constitutive, cis- do¬ 
minante) e 0 + (induzivel, ds-dominante); estrutu¬ 
ral, Z + e Y + . (a) Qual destes genotipos produz (i-ga- 
lactosidase e j3-galactosidio permease na presenga 
de lactose? (1 ) PO + Z + Y% (2) POZjY\ (3) I OZ Y + , 
(4) r(PZ + Y + e (5) PCPZ + ) + ? (b) Qual dos genotipos 
anteriores produz p-galactosidase e |3-galactosidio 
permease na ausencia de lactose? Por que? 

18.6 Suponha que voce tenha descoberto uma nova 
cepa de E. coli com uma mutagao na regiao opera- 
dora lac que causa a ligagao irreversivel da protei- 
na repressora de tipo selvagem com o operador. 
Voce nomeou esse operador mutante de O sh (ope- 
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rador de “superligagao” [do ingles, .super binding]). 

(a) Que fenotipo teria um diploide parcial do geno- 
tipo E(J b Z Y‘/ECYZ + Y cm relagao a sintese das enzi- 
mas 3-galactosidase e (4-galactosidio permease? (b) A 
nova mutagao O b apresenta dominancia ds ou Irons 
em sens efeitos sobre a regulagao do operon lac? 

18.7 Por que a mutagao (Z no operon lac de E. coli e 
epistatica em relagao a mutagao F? 

18.8 Indique se a sintese enzimatica de cada diploide 
parcial a seguir e constitutiva ou induzivel (veja as 
relagoes de dominancia no Problema 18.5): 

(a) r(Z Z + Y + /E (ZZ + Y + , 

(b) E(ZZ+Y/E(ZZ'Y\ 

(c) EOZ*YVE(ZZ + Y% 

(d) E(ZEY/ECrEY\ 

(e) E&EY'/E&W. Por que? 

18.9 Escreva o genotipo diploide parcial de uma cepa 
(a) com sintese constitutiva de (J-galactosidase e 
smtese induzivel de permease e (b) com smtese 
constitutiva de (i-galactosidase, mas sem smtese, 
constitutiva ou induzivel, de permease, embora 
haja um gene F + . 

18.10 Como historiador de genetica, voce esta repetin- 
do alguns experimentos classicos realizados por 
Jacob e Monod com o operon de lactose em E. coli. 
Voce usa um plasmidio F’ para criar varias cepas 
de E. coli parcialmente diploides para o operon 
lac. As cepas criadas tern os seguintes genotipos: 
(1) I + (ZZY/E(EZY\ (2) EOZ Y + /ECEZ + Y, (3) 
E(EZ + Y + /I + (ZZY-, (4) E(EZY-/I + aZ + Y + e (5) 
I + (ZZ + Y + /EO + Z~Y + . (a) Qual delas produz pl-galacto- 
sidase funcional tanto na presenga quanto na au- 
sencia de lactose? (b) Qual dessas cepas apresenta 
smtese constitutiva de (3-galactosidio permease ati- 
va? (c) Qual dessas cepas tern expressao constitu¬ 
tiva dos genes Z e Y, com produtos ativos ((i-galac- 
tosidase e [J-galactosidio permease) de ambos os 
genes? (d) Qual dessas cepas apresenta dominan¬ 
cia cis dos elementos reguladores do operon lac? 
(e) Qual dessas cepas apresenta dominancia trans 
dos elementos reguladores do operon lac? 

18.11 As mutagoes constitutivas sempre produzem niveis 

elevados de enzimas; elas podem ser de dois tipos: 
(Z ou Suponha que todo o restante do DNA pre¬ 

sente seja de tipo selvagem. Descreva como os dois 
mutantes constitutivos podem ser distinguidos em 
relagao a (a) posigao no mapa, (b) regulagao dos 
niveis de enzima em diploides parciais CZ/CE versus 
E/E e (c) posigao dos genes estruturais ale tad os 
por uma mutagao CZ versus os genes afetados por 
uma mutagao E em um diploide parcial. 

18.12 Como o operon de triptofano em E. coli poderia 
ter se desenvolvido e sido mantido por evolugao? 

18.13 Qual e o significado biologico do fenomeno de re- 
pressao catabolica? 


18.14 Como a concentragao de glicose no meio de cultu- 
ra em que uma celula de E. coli esta crescendo po¬ 
deria regular o nivel intracelular de AMP ciclico? 

18.15 O efeito do complexo CAP-cAMP sobre a transcri- 
gao do operon lac e um exemplo de regulagao po- 
sitiva ou negativa? Por que? 

18.16 Sena possivel isolar mutantes de E. coli nos quais 
a transcrigao do operon lac nao fosse sensivel a 
repressao catabolica? Em caso afirmativo, em que 
genes as mutagoes poderiam estar localizadas? 

18.17 Diferencie, apresentando exemplos, os mecanis- 
mos reguladores negativos e positivos. 

18.18 A tabela a seguir apresenta as atividades relativas 
das enzimas (3-galactosidase e (3-galactosidio per¬ 
mease em celulas com diferentes genotipos no 
locus lac em E. coli O nivel de atividade de cada 
enzima em E. coli de tipo selvagem sem fator F' foi 
estabelecido arbitrariamente em 100, todos os ou- 
tros valores sao relativos aos niveis observados de 
atividade nessas bacterias de tipo selvagem. Com 
base nos dados apresentados na tabela para os ge¬ 
notipos 1 a 4, complete os espagos com os niveis da 
atividade enzimatica esperada no quinto genotipo. 


(3-Galactosidase 

p-Galactosidio permease 


Genotipo 

— Indutor 

■f Indutor 

- Indutor 

+ Indutor 

i .rozY 

0,1 

100 

0,1 

100 

2.1 O'Z'Y' 

100 

100 

100 

100 

2,.1‘OZY 

25 

100 

25 

100 

4. / O'ZY /FI O'Z’Y' 

200 

200 

100 

100 

5. 1OZ Y/F I'O Z Y 

— 

-— - 

- —- 

*- 


18.19 A taxa de transcrigao do operon trp em E. coli e 
controlada tanto por (1) repressao/desrepressao 
quanto por (2) atenuagao. Quais sao os mecanis- 
mos usados por esses dois processos reguladores 
para modular os niveis de transcrito do operon 
trp? 

18.20 Qual e o efeito da delegao da regiao trpL do ope¬ 
ron trp sobre as taxas de sintese das enzimas codi- 
ficadas pelos cinco genes no operon trp em celulas 
de E. coli cultivadas na presenga de triptofano? 

18.21 Por que mecanismo a presenga de triptofano no 
meio de cultura das celulas de E. coli acarreta o ter¬ 
rain o prematuro ou atenuagao da transcrigao do 
operon trp? 

18.22 Suponha que voce usou a mutagenese sitio-espe- 
cifica para modificar a sequencia trpL de tal modo 
que os dois codons UGG de Trp nas posigoes 54- 
56 e 57-60 (Figura 18.14) na sequencia lider de 
mRNA fossem substituidos por codons GGG de 
Gly. A atenuagao do operon trp ainda sera regu- 
lada pela presenga ou ausencia de triptofano no 
meio de cultura das celulas de E. coli? 
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18.23 Que caracteristicas em comum tern a atenuagao de 
trp e o riborregulador de lisina? 


18.24 Seria provavel a ocorrencia em organismos 
eucarioticos do tipo de atenuagao que regula o ni- 
vel de transcritos de trp em E. coli? 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.gov 


A protema ativadora do catabolismo (CAP) de E. coli tem 
um importante papel regulador por prevengao da indu- 
gao do operon lac na presenga de alta concentragao de 
glicose, que e uma fonte de energia mais eficiente que 
a lactose. Altas concentragoes de glicose impedem a ati- 
vagao da enzima adenilciclase, que catalisa a sfntese de 
AMP ciclico (cAMP) a partir de ATP. A CAP tem de for- 
mar um complexo com cAMP para se ligar ao promotor 
lac e, por sua vez, estimular a ligagao da RNA polimerase. 

Sem ligagao de CAP-cAMP ao promotor, a transcrigao 
do operon Zacnunca ultrapassa 2% do m'vel observado na 
ausencia de glicose. O complexo CAP-cAMP tem o mes- 
mo efeito nos operons gal, ara e em varios outros ope- 
rons. Ele atua como regulador global de vias catabolicas 
em bacterias. Esse lenomeno - repressao catabolica ou 
“efeito glicose” - requer interagoes especificas entre os 
dommios de ligagao de DNA do complexo CAP-cAMP e 
as sequencias nucleotidicas em promotores bacterianos. 


1. Que tipos de interagoes participam da ligagao de 
CAP-cAMP ao DNA? 

2. Qual e a estrutura tridimensional de CAP-cAMP? 

3. Quais sao as estruturas tridimensionais dos complexos 
CAP-cAMP-DNA? 

4. A ligagao de CAP-cAMP tem algum efeito sobre a es¬ 
trutura do DNA? 

5. A CAP tem algum dominio estrutural tridimensional 
em comum com outras protemas de ligagao do DNA? 

Dica: No site do NCBI, clique em “Molecular databases”, 
role a tela para baixo, clique em “Structure (MMDB 
= Molecular Modeling Database)” e busque o termo 
“CAP-cAMP”. Clique em “103T,” “Crystal Structures of 
CAP-DNA Complexes,” “1G6N, 2.1 Angstrom Structure 
of CAP-cAMP” e outros para ver os modelos tridimensio¬ 
nais dessas interagoes moleculares. 



Regulagao da Expressao 
Genica em Eucariotos 



Mecanismos de regulagao da expressao genica 
eucariotica | Co ns i derates gerais 

lndu<;ao da atividade de transcri^ao por 
fatores ambientais e biologicos 

Controle molecular da transcrigao 
em eucariotos 

Regulagao pos-transcricional da expressao 
genica por interference por RNA 

Expressao genica e organizagao da cromatina 

Ativa^ao e inativa^ao de cromossomos inteiros 


Tripanossomos africanos | Um bau 
de disfarces moleculares 

No fim do seculo 19, David Bruce, cirurgiao do British Medical Ser¬ 
vice, resumiu suas observances e experimentos sobre uma doenga 
que acometia animais selvagens e domesticos do sul da Africa. 
A doenga, conhecida como nagana, palavra 
zulu que significa "perda do espirito", e ca- 
racterizada por febre, edema, letargia e ema- 
grecimento extremo. Bruce reconheceu que 
a nagana e transmitida pela mosca tse-tse, 
um tipo de mosca que pica e e comum em 
planicies abertas de vegetagao arbustiva 
na Africa. Alem disso, o exame dos animais 
doentes levou-o a concluir que o agente 
causador e um protozoario unicelular flage- 
lado injetado no sangue do animat durante 
a picada da mosca tse-tse. Esse parasito do 
sangue, um tipo de tripanossomo, agora e 
denominado Trypanosoma brucei em home- 
nagem a Bruce. Os seres humanos tambem 
podem ser infectados pelos tripanossomos 
transmitidos pela mosca tse-tse e desenvol- 
vem a doenga debilitante conhecida como 
doenga do sono africana. 


Tanto em animais quanto em seres humanos, as infecgoes 
por tripanossomos sao muito duradouras. Isso e incrivel por- 
que, no sangue, os tripanossomos sofrem ataques repetidos 
do sistema imune. A cada ataque imune, a maioria dos tri¬ 
panossomos e destruida; no entanto, atguns sempre sobre- 
vivem para repovoar o sangue e manter a infecgao. A base 
desse ressurgimento e a capacidade do tripanossomo de mo- 
dificar a proteina que reveste sua superficie, Cada tripanos¬ 
somo e coberto por cerca de 10 milhoes de moleculas de uma 
mesma glicoprotefna. Quando o sistema imune reconhece esse 
revestimento proteico, o tripanossomo infeccioso e aprisionado 
e destrufdo pelas celulas imunes. No entanto, antes da elimina- 
gao de todos os tripanossomos do animal, alguns deles conse- 
guem substituir a glicoprotefna de superficie por outra que nao e 
imediatamente reconhecida pelo sistema imune. Esses tripanos¬ 
somos alterados escapam da destruigao e proliferam. Por fim, o 
sistema imune aprende a reconhece-los tambem, mas, enquanto 

isso, surge outro grupo de tripanosso¬ 
mos alterados que mantem a infecgao. 
A oferta aparentemente interminavel 
de disfarces moleculares disponfveis 
para os tripanossomos deve-se a uma 
grande serie de genes que codificam as 
glicoprotemas variaveis de superficie 
(VSC) que revestem esses organismos. 
Apenas um desses genes e expresso de 
cada vez; todos os outros sao silencio- 
sos. Durante uma infecgao, porem, a 
identidade do gene expresso e modi- 
ficada. A cada mudanga, os tripanos¬ 
somos adquirem uma nova proteina 
de superficie e colocam-se um passo 
a frente das defesas imunes do animal. 
Assim, a infecgao e mantida durante 
semanas ou ate mesmo meses ate que 
o animal morra por exaustao. 
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Mecanismos de regulagao da expressao 
genica eucariotica I Consideragoes gerais 


A regulagao da expressao genica eucariotica pode ocorrer 
na transcrigao, no processamento ou na tradugao. 

DIMENSOES DA REGULAGAO 
CENICA EUCARIOTICA 

A historia do mecanismo usado por tripanossomos para 
escapar dos ataques do sistema imune e uma historia so- 
bre a regulagao genica. Diferentes genes vsg sao expres¬ 
ses em diferentes momentos - isto e, ha regulagao tem¬ 
poral dos genes vsg. Entre eucariotos, principalmente 
organismos multicelulares como nos, os genes tambem 
sao regulados em uma dimensao espacial. Os organismos 
multicelulares content muitos tipos celulares diferentes 
organizados em tecidos e orgaos. Determinado gene 
poderia ser expresso em celulas do sangue, mas nunca 
em celulas nervosas. Outro gene poderia ter perfil de ex¬ 
pressao exatamente oposto. A regulagao que cria essas 
diferengas na expressao genica e a base da complexidade 
anatomica e fisiologica de eucariotos multicelulares. 

Como em procariotos, a expressao de genes em euca¬ 
riotos requer a transcrigao de DNA em RNA e a subse- 
quente tradugao desse RNA em polipeptidios. No entan- 
to, antes da tradugao, a maior parte do RNA eucariotico 
e “processada”. Durante o processamento, o RNA e 
protegido por cap na extremidade o', poliadenilado na 
extremidade 3' e alterado intername nte pel a per da das 
sequencias de introns nao codificadoras (Capitulo 11). 
Em geral, os RNA procarioticos nao sofrem essas modifi- 
cagoes terminals e internas. 

A expressao genica e mais complexa em eucariotos 
que em procariotos, porque as celulas eucarioticas sao 
divididas em compartimentos por tun sistema elaborado 
de membranas. Essa compartimentalizagao subdivide as 
celulas em organelas separadas, das quais a mais visivel e 
o nucleo; as celulas eucarioticas tambem tern mitocon- 
drias, cloroplastos {no caso das celulas vegetais) e um re¬ 
ticule endoplasmatico. Cada organela tern uma fungao 
diferente. O nucleo armazena o material genetico, as 
mitocondrias e cloroplastos obtem energia, e o reliculo 
transporta materiais dentro da celula. 

A subdivisao das celulas eucarioticas em organelas 

o 

separa fisicamente os processos de expressao genica. O 
principal processo, a transcrigao de DNA em RNA, ocor- 
re no nucleo. Os transcritos de RNA tambem sao modi- 
ficados no nticleo por adigao do cap, poliadenilagao e 
remogao de introns. Os RNA mensageiros resultantes 
sao exportados para o citoplasma, onde sao associados 
a ribossomos, muitos deles localizados nas membra¬ 
nas do reticulo endoplasmatico. Lima vez associados a 
ribossomos, esses mRNA sao traduzidos em polipepti¬ 
dios. Essa separagao fisica dos processos da expressao 
genica torna possivel a regulagao em diferentes locais 


(Figura 19.1). A regulagao pode ocorrer no nucleo, em 
nivel de DNA ou RNA, ou no citoplasma, em nivel de 
RNA ou polipeptidio. 

TRANSCRIGAO DE DNA CONTROLADA 

Em procariotos, a expressao genica e regulada principal¬ 
mente por controle da transcrigao do DNA em RNA. Um 
gene que nao e transcrito simplesmente nao e expresso. A 
transcrigao ocorre em procariotos quando moleculas re- 
guladoras negativas, como a proteina repressora lac, sao 
removidas da vizinhanga de um gene e moleculas regu- 
ladoras positivas, como um complexo proteina ativadora 
do catabolismo (CAP) /AMP ciclico, ligam-se a ele {Ca- 
pitulo 18). Essas inleragoes de proteina-DNA controlam 
o acesso da RNA polimerase a um gene. Alem disso, os 
mecanismos desenvolvidos para controlar a transcrigao 
nesses organismos respondem rapidamente a mudangas 
ambientais. Como discutimos no Capitulo 18, esse con¬ 
trole imediato e uma estrategia eficiente para a sobrevida 
de procariotos. 

O controle da transcrigao e mais complexo em euca¬ 
riotos do que em procariotos. Uma razao e que os genes 
sao sequestrados no nucleo. Para que tenham algum efei- 
to sobre o nivel da transcrigao, os sinais ambientais tern 
de ser transmitidos da superficie celular, onde geralmen- 
te sao recebidos, atraves do citoplasma e da membrana 
nuclear ate os cromossomos. Portanto, as celulas eucario¬ 
ticas necessitam de sistemas de sinalizagao internos mui- 
to elaborados para controlar a transcrigao de DNA. Ou- 



■ FIGURA 19.1 Expressao genica eucariotica mostrando os estagios 
em que a expressao pode ser regulada: transcrigao, processamento e 
tradugao. 
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tro fator de complicagao e a multicelularidade de muitos 
eucariotos. Pode ser necessario que os sinais ambientais 
atravessem camadas de celulas para influenciar a trans- 
crigao de genes em determinado tecido. Portanto, a co- 
municagao intercelular e um aspecto importante da re- 
gulagao transcricional eucariotica. 

Como em procariotos, a regulagao transcricional 
eucariotica e mediada por interagoes de protema-DNA. 
Protemas reguladoras positivas e negativas ligam-se a re¬ 
gioes especfficas do DNA e estimulam ou inibem a trans- 
crigao. Esse grupo de protemas e denominado fatores de 
transcrigao. Muitos tipos diferentes foram identificados, e a 
maioria parece ter domuiios caracteristicos que possibili- 
tam sua interagao com o DNA. A estrutura dessas protei- 
nas e a natureza de suas interagoes com o DNA serao co- 
mentadas em uma segao a seguir. 

RECOMPOSICAO ALTERNATIVA DE RNA 

A maioria dos genes eucarioticos tern introns, regioes 
nao codificadoras que interrompem a sequencia especi- 
ficadora dos aminoacidos de um polipeptidio. E preciso 
remover tod os os mtrons do transcrito de RNA de um 
gene para que haja expressao adequada da sequencia 
codificadora. Conforme analisado no Capitulo 11, esse 
processo requer a uniao precisa das sequencias codifica¬ 
doras, ou exons, em um RNA mensageiro. A formagao 
do mRNA e mediada por espliceossomos, diminutas or- 
ganelas nucleares. 

Genes com varios introns constituent um problema 
curioso para o mecanismo de recomposigao do RNA. Es¬ 
ses introns podem ser removidos separadamente ou em 
combinagao, dependendo da interagao entre o mecanis¬ 
mo de recomposigao e o RNA. Caso dois introns suces- 
sivos sejam removidos juntos, o exon entre eles tambem 
sera removido. Assim, o mecanismo de recomposigao 


tern a oportunidade de modificar a sequencia codifica¬ 
dora de um RNA por delegao de alguns de seus exons. 
Aparentemente, esse fenomeno de recomposigao de um 
transcrito de RNA de diferentes maneiras e um modo de 
economizar informagoes geneticas. Em vez de duplicar 
genes, ou trechos de genes, a recomposigao altemativa de 
transcritos torna possivel que um unico gene codifique 
diferentes polipeptidios. 

Um exemplo de recomposigao altemativa ocorre du¬ 
rante a expressao do gene para troponina T, uma protei- 
na encontrada no musculo esqueletico de vertebrados; o 
tamanho dessa proteina varia de aproximadamente 150 
a 250 aminoacidos. No rato, o gene da troponina T tern 
mais de 16 kb e content 18 exons diferentes (Figura 19.2). 
Os transcritos desse gene sao recompostos de diferentes 
maneiras para criar uma grande serie de mRNA cuja tra- 
dugao produz muitos polipeptidios troponina T diferen¬ 
tes. Todos esses polipeptidios tern em comum os aminoa¬ 
cidos dos exons la 3, 9al5e 18. No entanto, as regioes 
codificadas pelos exons 4 a 8 podem estar presentes ou 
ausentes, dependendo do padrao de recomposigao, e 
aparentemente em qualquer combinagao. Outra varia- 
gao e determinada pela presenga ou ausencia de regioes 
codificadas pelos exons 16e 17; se 16 estiver presente, 17 
nao estara, e vice-versa. Essas diferentes formas de tropo¬ 
nina T provavelmente atuam de maneiras um pouco di¬ 
ferentes nos musculos, contribuindo para a variabilidade 
da agao das celulas musculares. Observe a variagao que 
pode ser gerada por recomposigao altemativa de RNA 
em Resolva!: Contagem de mRNA. 

CONTROLE CITOPLASMATICO DA 
ESTABILIDADE DO RNA MENSAGEIRO 

Os RNA mensageiros sao exportados do nucleo para o ci- 
toplasma, onde servem de molde para a sintese de polipep- 


Exons no gene de troponina T de rato 
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A recomposicao altemativa de exons produz 64 mRNA diferentes. 


B] Os exons 1-3, 9-15 e 18 estao presentes em todos os mRNA. 

□ Os exons 4-8 estao presentes em varias combinacoes no mRNA. 

□ Um dos dois exons, ou 16 ou 17, esta presente em todos os mRNA. 


Exemplos de mRNA 


■ FiCURA 19,2 Recomposigao altemativa de transcritos do gene de troponina T de rato. Apenas tres dos 64 diferentes mRNA possfveis sao 
mostrados. 
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Resolva! 


Contagem de mRNA 

O transcrito primario de um gene com um intron e recomposto 
para produzir um unico tipo de mRNA. Com dois introns, pode 
haver recomposigao alternativa do transcrito; cada intron pode 
ser removido separadamente, ou os dois introns podem ser re- 
movidos com o exon entre eles. Assim, dois mRNA diferentes 
podem ser gerados a partir do transcrito desse gene. Quantos 
mRNA diferentes podem ser gerados por recomposigao alterna¬ 
tiva de transcritos de genes com tres ou quatro introns? Suponha 
que o primeiro e o ultimo exons estejam presentes em todos 
os mRNA, mas que os exons internos possam estar presentes 
ou ausentes, dependendo do padrao de recomposigao. Qual e a 
formula geral do numero de mRNA gerados por recomposigao 
alternativa de um transcrito de um gene com n introns? 

> Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io. grupogen. com.br. 


tfdios. Uma vez no citoplasma, determinado mRNA pode 
ser traduzido por varios ribossomos que se movem sequen- 
cialmente ao Ion go dele. Essa linha de montagem da tradu- 
qao continua ate que o mRNA seja degradado. Portanto, a 
degradagao do RNA mensageiro e outro ponto de controle 
no processo geral de expressao genica. Os mRNA de longa 
duragao podem manter varios ciclos de sintese de polipep- 
tfdios, ao contrario dos mRNA de curta duraqao. 

Um mRNA que e rapidamente degradado tern de ser 
reposto por transcrigao complementar; caso contrario, 
cessa a sintese do polipeptfdio codificado por ele. E cla- 
ro que essa interrupgao da sintese do polipeptfdio pode 
ser parte de um programa de desenvolvimento. Depois 
de exercer sen efeito, o polipeptfdio pode nao ser mais 
necessario; na verdade, sua sintese continua pode ser 


prejudicial. Nesses casos, a rapida degradagao do mRNA 
seria um modo logico de evitar a sintese indesejada de 
polipeptidios. 

A longevidade do RNA mensageiro pode ser influen- 
ciada por varios fatores. As caudas poli(A) parecem es- 
tabilizar o mRNA. A sequencia da regiao 3' nao tradu- 
zida (3' UTR) que precede uma cauda poli(A) tambem 
parece afetar a estabilidade do mRNA. Varios mRNA de 
curta duragao tern a sequencia AUUUA repetida varias 
vezes em suas regioes 3' nao traduzidas. Quando essa se¬ 
quencia e arlificialmente transferida para a regiao 3 ' nao 
traduzida de mRNA mais estaveis, eles tambem se tornam 
instaveis. Fatores qufmicos, como hormonios, tambem 
podem afetar a estabilidade do mRNA. No sapo Xenopus 
laevis, o gene vitellogenin tern a transcrigao ativada pelo 
hormonio esteroide estrogenio. Entretanto, alem de in- 
duzir a transcrigao desse gene, o estrogenio tambem a Li¬ 
me nta a longevidade de seu mRNA. 

Uma pesquisa recente revelou que a estabilidade do 
mRNA e a tradugao do mRNA em polipeptidios tambem 
sao reguladas por pequenas moleculas de RNA nao co- 
dificador denominadas pequenos RNA de interferencia 
(siRNA) ou microRNA (miRNA). Essas moleculas de 
RNA reguladoras, que tern entre 21 e 28 nucleotfdios, 
sao produzidas a partir de RNA bifilamentares maiores 
em uma grande variedade de organismos eucarioticos, 
inclusive fungos, vegetais e animais. Os RNA de interfe¬ 
rencia curtos e os microRNA emparelham suas bases com 
sequencias de mRNA especfficos; uma vez emparelha- 
dos, eles causam a clivagem e subsequente degradagao 
do mRNA ou impedem a tradugao do mRNA em poli- 
peptidio. Em vegetais, essas pequenas moleculas de RNA 
constituem uma defesa crucial contra infecqao por virus 
de RNA, e tanto em vegetais quanto em animais elas re- 
gulam a expressao de genes participantes da maturagao e 
do desenvolvimento. Esse assunto sera apresentado com 
mais detalhes adiante neste capftulo. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Proteinas denominadas fatores de transcrigao intcragem com o DNA para controlar a 
transcrigao de genes eucarioticos 

Os transcritos de genes eucarioticos tambem podem se)' recompostos para produzir RNA 
mensageiros que codificam polipeptidios distintos, mas relacionados 

A estabilidade dos RNA mensageiros eucarioticos pode influenciar o n ivel de sintese de 



Indugao da atividade de transcrigao por 
fatores ambientais e biologicos 


A expressao genica eucariotica pode ser induzida por fa¬ 
tores ambientais como calor e por moleculas sinalizado- 
ras como hormonios e fatores de crescimento. 

Ao estudarem o operon de lactose em E. coli, Jacob e Mo- 
nod descobriram que houve transcrigao especffica dos 


genes para metabolismo da lactose quando se forneceu 
lactose as celulas. Assim, eles demonstraram que a lac¬ 
tose era um indutor da transcrigao genica. Seguindo os 
passos de Jacob e Monod, rnuitos pesquisadores Lenta- 
ram identificar indutores especfficos da transcrigao de 
genes eucarioticos. Embora essas tentativas tenham tido 
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consideravel sucesso, o grau geral da indugao de genes 
eucarioticos por fatores ambientais e nutricionais pare- 
ce ser menor que em procariotos. Abordemos aqui dois 
exemplos de expressao genica induzivel em eucariotos. 


TEMPERATURA | OS GENES 
DO CHOQUE TERMICO 

Quando submetidos ao estresse de temperatura elevada, 
os organismos respondem por meio da srntese de um 
grupo de protemas que ajudam a estabilizar o meio celu- 
lar interno. Essas proteinas do choque termico, encontradas 
em procariotos e eucariotos, estao entre os polipeptidios 
mais conservados conhecidos. As comparagoes das se¬ 
quencias de aminoacidos das protemas do choque termi¬ 
co de organismos tao diversos quanto E. coli e Drosophila 
m os tram que eles sao 40 a 50% identicos — um achado 
notavel considerando-se o tempo evolutivo que separa 
esses organismos. A expressao das protemas do choque 
termico e regulada na transcrigao; isto e, o estresse por 
calor induz especificamente a transcrigao dos genes co- 
dificadores dessas protemas (Figura 19.3). Em Drosophila, 
por exemplo, uma das protemas do choque termico, 
denominada HSP70 (do ingles, feat shock protein, com 
peso molecular de 70 quilodaltons) e codificada por uma 
familia de genes localizados em dois agrupamentos vizi- 
nhos em um dos autossomos. Ao todo, existem cinco a 
seis copias desses genes hsp70 nos dois agrupamentos. 
Quando a temperatura ultrapassa 33 D C, como nos dias 
de verao, cada um desses genes e transcrito em RNA, 
que e processado e traduzido para produzir polipepti¬ 
dios HSP70. Essa transcrigao dos genes hsp70 induzida 
por calor e mediada pelo fator de transcrigao do choque 
termico (HSTF), um polipeptidio presente nos nucleos 
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■ FIGURA 19,3 (ndugao de transcrigao do gene hsp70de Drosophila 
por choque termico. Os HSE estao localizados em uma regiao distan- 
te entre 40 e 90 pares de bases do sitio de infcio da transcrigao em 
diregao 5' (seta dobrada). 


das celulas de Drosophila. Quando a Drosophila e exposta 
ao calor, o HSTF e quimicamente alterado por fosfori- 
lagao. Nesse estado alterado, liga-se especificamente as 
sequencias nucleotidicas em posigao 5' em relagao aos 
genes hsp70 e torna os genes mais acessiveis a RNA poli¬ 
merase II, a enzima que transcreve a maioria dos genes 
codificadores de protemas. Entao, a transcrigao dos ge¬ 
nes hsp70 e vigorosamente estimulada. As sequencias a 
que o HSTF fosforilado se liga sao denominadas elementos 
de resposta ao choque termico (HSE). 

MOLECULAS SINALIZADORAS | GENES 
QUE RESPONDEM A HORMONIOS 

Em eucariotos multicelulares, um tipo de celula pode 
enviar sinais para outro por secregao de hormdnio. Os hor- 
monios circulam por todo o corpo, entram em contato 
com as celulas-alvo e iniciam uma serie de processos que 
regulam a expressao de determinados genes. Em animais 
existem duas classes gerais de hormonios. A primeira 
classe, os hormonios esteroides, e constitulda de pequenas 
moleculas lipossoluveis derivadas do colesterol. Em vis¬ 
ta de sua natureza lipfdica, elas atravessam a membrana 
celular sem dificuldade ou com pouca dificuldade. Os 
exemplos sao estrogenio e progesterona, que tern papeis 
importantes no ciclo reprodutivo i’eminino; testosterona, 
hormonio de diferenciagao e comportamento masculi- 
no; glicocorticoides, que participam do controle do nf- 
vel sangumeo de glicose; e ecdisona, um hormonio que 
controla os processos de desenvolvimento em insetos. 
Uma vez dentro da celula, esses hormonios interagem 
com protemas citoplasmaticas ou nucleares denomina¬ 
das receptores hormonais. O complexo receptor/hormonio 
formado interage com o DNA e atua como fator de trans¬ 
crigao para regular a expressao de determinados genes 
(Figura 19.4). 

A segunda classe de hormonios, os hormonios peptidicos, 
e constitulda de cadeias lineares de aminoacidos. Assim 
como todos os outros polipeptidios, essas moleculas sao 
codificadas por genes. Os exemplos sao insulina, que 
regula os mveis sanguineos de glicose; somatotropina, 
um hormonio do crescimento; e prolactina, que atua no 
tecido mamario das lemeas. Como os hormonios pepti¬ 
dicos costumam ser grandes demais para atravessarem 
livremente a membrana celular, e preciso que seus sinais 
sejam transmitidos para o interior das celulas por protei¬ 
nas receptoras ligadas a membrana (Figura 19.5). A interagao 
do hormonio peptidico com seu receptor modifica a 
conformagao do receptor, o que acarreta mudangas em 
outras protemas dentro da celula. Gragas a uma cascata 
de mudangas, o sinal hormonal e transmitido atraves do 
citoplasma da celula ate o nucleo, onde finalmente re¬ 
gula a expressao de genes especificos. Esse processo de 
transmissao do sinal hormonal atraves da celula ate o nu¬ 
cleo e conhecido como transdugao de sinal. 

A expressao genica induzida por hormonio e mediada 
por sequencias especificas no DNA Essas sequencias, deno¬ 
minadas elementos de resposta hormonal (HUE), sao analogas 
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■ FIGURA 19.4 Regulagao da 
expressao genica por hormo- 
nios esteroides. O hormdnio in¬ 
terage com um receptor dentro 
da celula-alvo. Neste exemplo, 
o receptor esta no citoplasma; 
outros receptores de hormd- 
nios esteroides estao locali- 
zados no nucleo. O complexo 
esteroide/receptor hormonal 
desloca-se dentro do nucleo, 
onde ativa a transcrigao de 
determinados genes. 
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■ FIGURA 19.5 Regula¬ 
gao da expressao genica 
por hormdnios peptf- 
dicos. O hormonio (um 
sinal extracelular) inte¬ 
rage com um receptor na 
membrana da celula-alvo. 
O complexo hormonio/ 
receptor form ado ativa 
uma protefna citoplas- 
matica que desencadeia 
uma cascata de modifica- 
gdes intracelulares. Essas 
modificagoes transmitem 
o sinal ate o nucleo, onde 
um fator de transcrigao 
estimula a expressao de 
determinados genes. 
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aos elementos de resposta ao choque termico ja comenta- 
das. Estao situadas perto dos genes que regulam e ligam-se 
a proteinas especificas, que entao atuam como fatores de 
transcrigao. Nos hormonios esteroides como o estroge- 
nio, o complexo hormonio/receptor liga-se aos HRE e, 
entao, estimula a transcrigao. A intensidade dessa resposta 
de transcrigao depende da quantidade de HRE presente. 
Quando existem varios elementos de resposta, ocorre Mga- 
gao cooperativa entre os complexos hormonio/receptor, o 
que aumenta consideravelmente a taxa de transcrigao; ou 
seja, a intensidade da transcrigao de um gene com dois ele¬ 
mentos de resposta e maior que o dobro da de um gene 
com apenas um elemento de resposta. No caso dos hor¬ 
monios peptidicos, o receptor geralmente permanece na 
membrana celular, mesmo depois de formar um complexo 
com o hormonio. Portanto, o sinal hormonal e transmitido 
ao nucleo por outras proteinas, algumas das quais se ligam 
a sequencias perto dos genes regulados pelo hormonio. Es- 


sas proteinas atuam entao como fatores de transcrigao para 
controlar a expressao dos genes. 

A atividade de transcrigao pode ser induzida por mui- 
tos outros tipos de proteinas que nao sao hormonios no 
sentido classico — isto e, nao sao produzidas por uma glan- 
dula ou orgao especifieo. Essas incluem diversas molecu- 
las circulantes secretadas, como o fator de crescimento 
neural, o fator de crescimento epidermico e o fator de 
crescimento derivado das plaquetas, alem de outras mo- 
leculas nao circulantes associadas a superficie celular ou 
a matriz entre as celulas. Em bora cada uma dessas protei¬ 
nas tenha suas proprias peculiaridades, o mecanismo ge- 
ral pelo qual induzem a transcrigao assemelha-se ao dos 
hormonios peptidicos. A interagao entre a proteina si- 
nalizadora e um receptor ligado a membrana inicia uma 
cadeia de processos dentro da celula que acabam por re- 
sultar na ligagao de fatores de transcrigao especificos a 
determinados genes, que sao entao transcritos. 


PONTOS ESSENCIAIS • A transcrigao dos genes hsp70 em. resposta ao aumento da temperatura e mediada por um 

fator de transcrigao do choque termico 

* Hormonios esteroides e suas proteinas receptoras for mam complexos que atuam como fatores de 
transcrigao para regular a expressao de genes espedficos 

* Hormonios peptidicos interagem com proteinas receptoras ligadas a, membrana e ativam um 
sistema sinalizador que regula a expressao de genes espedficos. 


Controle molecular da transcrigao em eucariotos 


A transcrigao de genes eucarioticos e regulada por inte- 
ragoes entre proteinas e sequencias de DNA localizadas 
dentro ou perto dos genes. 

Grande parte da pesquisa atual sobre a expressao de ge¬ 
nes eucarioticos concentra-se nos fatores que controlam 
a transcrigao. Essa grande enfase no controle da trans¬ 
crigao deve-se, em parte, ao desenvolvimento de tecnicas 
experimentais que possibilitaram a analise bem detalha- 
da desse aspecto da regulagao genica. No entanto, tam- 
bem se deve ao apelo das ideias surgidas com o estudo 
de genes procarioticos. Tan to em procariotos quanto em 
eucariotos, a transcrigao e o processo primario da expres¬ 
sao genica; portanto, e o nivel mais elementar de contro¬ 
le da expressao genica. 

SEQUiNCIAS DE DNA IMPLICADAS NO 
CONTROLE DATRANSCRICAO 

A transcrigao e iniciada no promotor de um gene, a 
regiao reconhecida pela RNA polimerase. No entan¬ 
to, como foi exposto no Capitulo 11, o inicio preciso 
da transcrigao a partir de promotores genicos eucario¬ 
ticos requer varias proteinas acessorias, ou fatores de 
transcrigao basais. Cada uma dessas proteinas liga-se a 
uma sequencia no promotor para facilitar o alinha- 


mento correto da RNA polimerase no filamento molde 
do DNA. 

A transcrigao de genes eucarioticos tambem e controla- 
da por diversos fatores de transcrigao especiais , como os que 
participam da regulagao dos genes induziveis por calor e 
hormonios de que ja tratamos. Esses fatores ligam-se a ele¬ 
mentos de resposta ou, de modo mais geral, a sequencias 
denominadas acentuadores adjacentes a um gene. Os fatores 
de transcrigao especiais que se ligam a esses acentuadores 
podem interagir com os fatores de transcrigao basais e 
com a RNA polimerase, que se ligam ao promotor de um 
gene. As interagoes ocorridas entre os fatores de transcri¬ 
gao especiais, os fatores de transcrigao basais e a RNA po¬ 
limerase regulam a atividade de transcrigao de um gene. 

Os acentuadores apresentam tres propriedades razo- 
avelmente gerais: (1) atuam a distancias relativamente 
grandes — ate varios milhares de pares de bases do(s) 
gene(s) regulado(s); (2) a influencia que exercem sobre 
a expressao genica independe do sentido — eles sao igual- 
mente eficazes em sentido normal ou invertido no DNA; 
e (3) seus efeitos independem da posigao — eles podem 
estar localizados na regiao 5', na regiao 3' ou dentro de 
um mtron de um gene e ainda ter efeitos acentuados so¬ 
bre a expressao do gene. Essas tres caracteristicas distin- 
guem os acentuadores dos promotores, que geralmente 
estao localizados em posigao imediatamente 5' em rela- 
gao ao gene e que so atuam em um sentido. 
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Os acentuadores podem ser relativamente grandes e 
ter ate varias centenas de pares de bases. As vezes con- 
tem sequencias repetidas que tem atividade reguladora 
parcial propria. A maioria dos acentuadores e especffica 
para o tecido; is to e, so estimula a transcrigao em deter- 
minados tecidos. Em outros tecidos, sao simplesmente 
ignorados. Um exemplo claro dessa especificidade te- 
cidual provem do estudo do gene yellow em Drosophila 
(Figure 19.6). Esse gene e responsavel pela pigmentagao 
de muitas partes do corpo — asas, pernas, torax e abdo- 
me. As moscas de tipo selvagem apresentam pigmento 
escuro, preto-acastanhado, em todas essas estruturas, 
enquanto as moscas mutantes tem um pigmento casta- 
nho-amarelado, mais claro. Alguns mutantes, porem, 
apresentam um padrao de pigmentagao em mosaico, 
preto-acastanhado em alguns tecidos e castanho-amare- 
lado em outros. Esses mosaic os sao causados por muta- 
goes que alteram a transcrigao do gene yellow em alguns 
tecidos, mas nao em outros. Pamela Geyer e Victor Cor- 
ces mostraram que o gene yellow e regulado por varios 
acentuadores, alguns deles localizados dentro de um fn- 
tron, e que cada acentuador ativa a transcrigao em um 
tecido dife rente. Se, por exemplo, houver mutagao do 
acentuador para expressao na asa, as cerdas das asas se- 
rao castanho-amareladas em vez de preto-acastanhadas. 
A serie de acentuadores associados ao gene yellow pos- 
sibilita o controle de sua expressao de acordo com o 
tecido. Veja outro metodo de estudo dos acentuadores 
em Problema resolvido: Definigao das sequencias neces- 
sarias para expressao de um gene. 

Como os acentuadores influenciam a transcrigao de 
genes? Os resultados de muitos estudos indicam que as 
protefnas que se ligam aos acentuadores influenciam a 
atividade das protefnas que se ligam aos promotores, o 
que inclui os fatores de transcrigao basais e a RNA poli- 
merase. Os dois tipos de protefnas sao postos em conta- 
to ffsico por um complexo multimerico constitufdo de 
pelo menos 20 protefnas diferentes. Esse complexo media- 
dor parece curvar o DNA de tal modo que as protefnas 
ligadas a um acentuador ficam justapostas aquelas liga- 
das ao promotor. Dessa maneira, as protefnas ligadas ao 
acentuador controlam a transcrigao, que e iniciada no 
promotor. 


PROTEIN AS IMPLICADAS NO CONTROLE 
DATRANSCRICAO | FATORES DE 
TRANSCRICAO 

As pesquisas durante as tres ultimas decadas identifica- 
ram um grande numero de protefnas eucarioticas que es- 
timulam a transcrigao. Muitas dessas protefnas parecem 
ter no mfnimo dois domfnios qufmicos importantes: um 
domfnio de ligagao ao DNA e um domfnio de ativagao da 
transcrigao. Esses domfnios podem ocupar partes separa- 
das das moleculas ou podem ser superpostos. No fator de 
transcrigao GAL4 de levedura, por exemplo, o domfnio 
de ligagao ao DNA esta situado perto da terminagao ami¬ 
no do polipeptfdio. Dois domfnios de ativagao da trans¬ 
crigao estao presentes nesse polipeptfdio, um aproxima- 
damente no meio e o outro perto da terminagao carboxi. 
Nas protefnas receptoras do hormonio esteroide, que sao 
fatores de transcrigao em animais, o domfnio de ligagao 
ao DNA ocupa localizagao central e parece superpor-se 
a um domfnio de ativagao da transcrigao que se estende 
em diregao a terminagao amino. Os receptores de hor- 
monios esteroides tem ainda um terceiro domfnio que se 
liga especificamente ao hormonio esteroide. 

A ativagao da transcrigao parece implicar interagoes 
ffsicas entre as protefnas. Um fator de transcrigao ligado 
a um acentuador pode fazer contato com uma ou mais 
protefnas em outros acentuadores ou pode interagir di- 
retamente com protefnas ligadas na regiao promotora. 
Por esses contatos e interagoes, o domfnio de ativagao da 
transcrigao do fator pode induzir mudangas de confor- 
magao nas protefnas montadas, abrindo caminho para 
que a RNA polimerase inicie a transcrigao. 

Muitos fatores de transcrigao eucarioticos tem motivos 
estruturais caracterfsticos que resultam de associagoes 
entre aminoacidos dentro de suas cadeias polipeptfdicas. 
Um desses motivos e o dedo de zinco, uma alga peptfdica 
curta que se forma quando duas cistefnas em uma parte 
do polipeptfdio e duas histidinas em outra parte proxima 
ligam-se juntas a um ion de zinco; o segmento peptfdico 
entre os dois pares de aminoacidos protraem-se do cor¬ 
po da protefna como se fosse um dedo (Figure 19.7A). A 
analise mutacional mostrou que esses dedos tem papeis 
importantes na ligagao do DNA. 
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■ ficura 19.6 Acentuadores tecido-especificos do geneye//owde Drosophila. 
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Defini^ao das sequences necessarias para expressao de um gene 


PROBLEMA 

As tubulinas sao protefnas importantes do citoesqueleto em eu- 
cariotos. Em Arabidopsis thaliana, a tubulina codificada pelo gene 
TUA1 e expressa principalmente no polen. Para determiner as se¬ 
quences responsaveis por essa expressao teddo-espedfica, 533 pa¬ 
res de bases de DNA em posigao 5' em relagao ao sftio de infcio da 
transcrigao de TUA1 mais os 56 primeiros pares de bases da regiao 
nao traduzida 5' do gene TUA1 foram fundidos a sequencia codifi- 
cadora do gene da (3-glucuronidase (CUS) de E. coli. A |3-glucuroni- 
dase catalisa a conversao de X-g[uc, uma substanda incolor, em um 
pigmento azul-escuro. Assim, a observagao de pigmento azul em 
material tratado com X-gluc indica expressao do gene CUS. Quando 
esse ensaio foi apticado a plantas Arabidopsis geneticamente trans- 
formadas com o gene CUS fundido atras das sequences na regiao 
5' do gene TUA1, o polen tornou-se azul-escuro; todos os outros te- 
cidos continuaram incolores. Entao, todo o experimento foi repetido 
usando segmentos cada vez mais curtos das sequences da regiao 
5' de TUA1 para estimular a expressao do gene CUS. A partir dos re- 
suitados mostrados na Figura 1, que parte da regiao 5' e necessaria 
para expressao do gene TUAl? 

FATOS E CONCEITOS 

1. A regiao 5' do sftio de infcio de transcrigao de um gene contem 
o promotor desse gene. 

2. Essa regiao tambem pode conter acentuadores que regulam a 
expressao do gene por um mecanismo espacial ou temporal es- 
pecffico. 

3. A regiao 5' nao traduzida de um gene esta entre o sitio de inicio 
da transcrigao e o sitio de infcio da tradugao. 

4. Genes de E. coil como CUS podem ser expressos em eucariotos 
como Arabidopsis se forem fundidos aos promotores eucario- 
ticos. 

ANALISE E SOLU^AO 

Nessa serie de experimentos, CUS e um "reporter” que informa se 
as sequences da regiao 5' do gene TUA1 sao capazes de estimular 


Expressao 
no polen 


Sequences da regiao 5 1 de TUA1 5 1 UTR GUS 



-39 


■ FIGURA l Expressao de transgenes TUA 7 /CUS no polen de Arabi¬ 
dopsis. Segmentos cada vez mais curtos da regiao 5' do gene TUAl 
e uma sequencia curta da regiao nao traduzida 5' (UTR) desse gene 
foram fundidos as sequences codificadoras do gene GUS de E. coli. 
+ 1 e o sftio de infcio da transcrigao do gene TUA1. Os nucleotfdios 
a esquerda desse sitio sao indicados por numeros negativos.A ativi- 
dade de GUS no polen transgenico e indicada por um sinal de mais; 
a ausencia de atividade de GUS e indicada por um sinal de menos. 
Veja mais detalhes em Carpenter, J., S. E. Ploense, D. P. Snustad e 
C. D. Silflow. 1992. Preferential expression of an tx-tubulin gene of 
Arabidopsis in pollen. The Plant Cell 4: 557-571. 

a expressao genica.Todas as sequences da regiao 5', exceto as me- 
nores, podem ser bons estimuladores. Assim, ha necessariamente 
uma sequencia entre os pares de bases -97 e -39 na sequencia da 
regiao 5' de TUA1 que e crucial para a expressao genica. Sem essa 
sequencia, o gene TUAl nao pode ser expresso. Alerm disso, essa se¬ 
quencia e suficiente para estimular a expressao de TUAl no polen 
maduro. Desse modo, atua como um acentuador que controla a 
expressao tecido-especifica do gene TUAl. 


LI m segundo motivo em muitos fatores de transcri¬ 
gao e hHire-voltu-helice, um trecho de ties helices cur¬ 
ias de aminoacidos separadas por voltas (Figura 19.7B). 
Analises geneticas e bioq in micas mostraram que o seg- 
mento heiicoidal mais proximo da terminagao carboxi 
e necessario para ligagao ao DNA; as outras helices pa- 
recem participar da formagao de dfmeros de proteina. 
Em muitos fatores de transcrigao, o motivo helice-vol- 
ta-helice coincide com lima retriao extremamente 

o 

conservada de cerca de 60 aminoacidos, denominada 
homeodommio porque ocorre em protefnas codificadas 
pelos genes homeoticos de Drosophila. Analises classi- 


cas mostraram que mutaqoes nesses genes alteram o 
desenvolvimento de grupos de celulas (Capftulo 20). 
Assim, por exemplo, mutagoes no gene Antennapedia 
podem causar o desenvolvimento de pernas no lugar 
de antenas. Esse fenotipo bizarro e um exemplo de 
transformagao homeotica - substituigao de uma parte 
do corpo por outra durante o processo de desenvolvi¬ 
mento. Analises moleculares dos genes homeoticos em 
Drosophila mostraram que cada um deles codifica uma 
proteina com um homeodommio e que essas protef¬ 
nas podem se ligar ao DNA. As protefnas de homeo¬ 
dommio estimulam a transcrigao espacial e temporal 
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■ FIGURA 19.7 Motivos estruturais em diferentes tipos de fatores de 
transcrigao. A. Motivos dedos de zinco no fator de transcrigao de ma- 
mfferos SP1. B. Motivo helice-volta-helice em um fator de transcrigao 
do tipo homeodommio. C. Um motivo ziper de leucina que possibilita 
a dimerizagao de dois polipeptfdios, seguida por ligagao ao DNA. D. 
Um motivo helice-alga-helice que possibilita a dimerizagao de dois 
polipeptfdios, seguida por ligagao ao DNA. 


especifica de determinados genes durante o desenvol- 
vimento. As proteinas de homeodominio tambem fo- 
ram identificadas em outros organismos, inclusive em 
seres humanos, nos quais podem ter papel importante 
como fatores de transcrigao. 

Um terceiro motivo estrutural encontrado em fatores 
de transcrigao e o ziper de leucina, um trecho de aminoa- 
cidos com uma leucina a cada setima posigao (Figu- 
ra 19.7C). Os polipeptidios com essa caracteristica podem 
formar dimeros por interagoes entre as leucinas em cada 
uma dessas regioes de ziper. Em geral, a sequencia ziper 
e adjacente a um trecho de aminoacidos com carga po- 
sitiva. Quando ha interagao de dois ziperes, essas regioes 
carregadas se estendem em sentidos opostos, formando 
uma superficie que pode se ligar ao DNA de carga nega¬ 
tive.. 

Um quarto motivo estrutural encontrado em alguns 
fatores de transcrigao e a helice-alga-helice, um trecho de 
duas regioes helicoidais de aminoacidos separados por 
uma alga nao helicoidal (Figura 19.7D). As regioes heli¬ 
coidais possibilitam a dimerizagao entre dois polipep¬ 
tidios. As vezes, o motivo helice-alga-helice esta situado 
adjacente a um trecho de aminoacidos basicos (de carga 
positive), de modo que, quando ha dimerizagao, esses 
aminoacidos podem se ligar ao DNA de carga negativa. 
Proteinas com essa caracteristica sao designadas proteinas 
basicas HLH ou bHLH. 

Os fatores de transcrigao com motivos de dimeriza¬ 
gao como o ziper de leucina ou a helice-alga-helice po- 
deriam, em principio, combinar-se a polipeptidios se- 
melhantes a eles mesmos para formar homodimeros ou 
a polipeptidios diferentes para formar heterodimeros. 
Essa segunda possibilidade sugere um modo de alcangar 
padroes complexos de expressao genica. A transcrigao 
de um gene em determinado tecido poderia depender 
de ativagao por um heterodimero, que so seria formado 
se seus polipeptfdios constituintes fossem sintetizados 
nesse tecido. Alem disso, esses dois polipeptidios te- 
riam de estar presentes em quantidades corretas para 
favorecer a formagao do heterodimero em detrimento 
dos homodimeros correspondentes. Desse modo, seria 
possivel obter modulagoes sutis da expressao genica por 
variagao da concentragao dos dois componentes de um 
heterodimero. 


FONTOS ESSENCIAIS • Os acentuadores tem agao independents do sentido e a distdncias considerdveis para regular a 

transcrigao de um promotor do gene 

• Os fatores de transcrigao reconhecem e se ligam a sequencias de DNA espectficas nos acen¬ 
tuadores 


* Os fatores de transcrigao tem motivos estruturais caractensticos, como o dedo de zinco, a helice- 
volta-helice, o ziper de leucina e a helice-alga-helice. 
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Regulagao pos-transcricional da expressao genica 
por interferencia por RNA 


RNA nao codificadores curtos podem regular a expressao 
de genes eucarioticos por interagao com os RNA mensa- 
geiros produzidos por esses genes. 

Embora grande parte da regulagao de genes eucarioticos 
ocorra na transcrigao, uma pesquisa recente mostrou que 
os mecanismos pos-transcricionais tambem tem papeis 
importantes na regulagao da expressao de genes eucario¬ 
ticos. Alguns desses mecanismos con tarn com pequenos 
RNA nao codificadores. Esses pequenos RNA interferem 
na expressao genica mediante emparelhamento de bases 
com sequencias-alvo em moleculas de RNA mensageiro. 
Portanto, esse tipo de regulagao genica pos-transcricio¬ 
nal e denominado interferencia por RNA, abreviada com fre- 
quencia como RNAi. A maioria dos tipos de organismos 
eucarioticos e capaz de efetuar a RNAi. Entre os organis¬ 
mos geneticos-modelo, esse fenomeno foi bem estudado 
no nematodeo Caenorhabditis elegans, em Drosophila e em 
Arabidopsis. Tambem existe em mamiferos, inclusive nos 
seres humanos. Como veremos, a capacidade dissemina- 
da de organismos eucarioticos de regularem a expressao 
genica por RNAi possibilitou que geneticistas analisas- 
sem as fungoes dos genes em organismos que nao sao 
receptivos aos metodos genetic os tradicionais. 

VIAS DE RNAi 

O fenomeno da interferencia por RNA, que e resumido 
na Figura 19.8, conta com a participagao de pequenas mo¬ 
leculas de RNA conhecidas como RNA de interferencia 
curtos (siRNA) ou microRNA (miRNA). Essas moleculas, 
com 21a 28 pares de bases, sao produzidas a partir de mo¬ 
leculas maiores de RNA bifilamentar pela agao enzimati- 
ca de proteinas que sao endonucleases especificas para 
RNA bifilamentar. Essas endonucleases “dividem” um 
grande RNA em pedagos pequenos e sao denominadas 
enzimas Dicer. O nematodeo Caenorhabditis elegans produz 
um so tipo de enzima Dicer, a Drosophila produz duas en¬ 
zimas Dicer diferentes; e Arabidopsis produz pelo menos 
tres. Em C. elegans e Drosophila , essas enzimas atuam no 
citoplasma; em Arabidopsis, provavelmente atuam no nu- 
cleo. Os siRNA e miRNA produzidos por atividade da en¬ 
zima Dicer apresentam as bases emparelhadas em todo o 
comprimento, exceto nas extremidades 3', onde ha dois 
nucleotidios sem par. 

No citoplasma, siRNA e miRNA sao incorporados a 
particulas de ribonucleoprotefnas. O siRNA ou miRNA 
bifilamentar nessas particulas sao desenrolados, e um de 
seus filamentos e preferencialmente eliminado. Entao, o 
filamento simples de RNA remanescente e capaz de in- 
teragir com moleculas especificas de RNA mensageiro. 
Essa interagao e mediada por pareamento de bases entre 
o filamento simples de RNA no complexo RNA-protei- 


na e uma sequencia complementar na molecula de RNA 
mensageiro. Como essa interagao impede a expressao do 
gene que produziu o mRNA, a particula de RNA-protei- 
na e denominada complexo de silenciamento induzido por RNA 
(RISC). 

Os RISC de diferentes organismos tem tamanhos e 
composigoes diferentes. Todos, porem, contem pelo 
menos uma molecula da familia de proteinas que tem o 
curioso nome de Argonauta. A fungao dessas proteinas 
nao e totalmente compreendida. Sempre que o parea¬ 
mento de bases entre o RNA no RISC e a sequencia-alvo 
no mRNA e perfeito ou quase perfeito, o RISC cliva o 
mRNA-alvo no meio da regiao de pareamento de bases. 
Entao, o mRNA clivado e degradado. Depois da cliva- 
gem, o RISC pode associar-se a outra molecula de mRNA 
e induzir sua clivagem. Como um RISC pode ser usado 
repetidas vezes sem perder a capacidade de se dirigir 
para o mRNA e cliva-lo, comporta-se como catalisador. 
Os RNA associados a RISC que ocasionam a clivagem do 
mRNA geralmente sao denominados RNA de interferencia 
curtos. Quando o pareamento do RNA no RISC com sua 
sequencia-alvo e imperfeito, o mRNA geralmente nao e 
clivado; em vez disso, a tradugao do mRNA e inibida. Os 
RNA associados ao RISC que tem esse efeito geralmen¬ 
te sao denominados microRNA. Em animais, as sequencias 
visadas por RISC sao encontradas nas regioes 3' nao tra- 
duzidas de moleculas de mRNA, e, com frequencia, essas 
sequencias estao presentes varias vezes na regiao 3' nao 
traduzida (UTR). Em vegetais, as sequencias visadas por 
RISC geralmente estao localizadas na regiao codificadora 
do mRNA ou na UTR 5' do mRNA. 

FONTES DE RNA DE INTERFERENCIA 
CURTOS E microRNA 

Algumas das pequenas moleculas de RNA que induzem 
RNAi sao derivadas dos transcritos de genes de mi¬ 
croRNA. Esses genes, geralmente indicados pelo simbolo 
mir, sao encontrados nos genomas de muitos tipos de eu- 
cariotos; os genomas de C. elegans e Drosophila tem cerca 
de 100 mirs, e os genomas de vertebrados, cerca de 250. 
A principio, alguns desses genes foram identificados por 
analise de mutagoes que alteravam a regulagao de outros 
genes. Quando os genes mir definidos por essas muta¬ 
goes foram analisados em nivel molecular, constatou-se 
que seu potencial codificador de proteinas era nulo ou 
pequeno. Em vez disso, eles tinham uma estrutura pecu¬ 
liar. Cada um continha um trecho curto de nucleotidios 
repetidos em sentidos opostos em torno de um segmento 
interposto curto de DNA. Quando transcrita, essa estru¬ 
tura repetida invertida gera um RNA que pode se dobrar 
sobre si mesmo para formar uma haste bifilamentar curta 
na base de uma alga unifilamentar (Figura 19.9A). Uma 
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■ FICURA 19.8 Resumo dos processos das vias de interferencia por RNA. 


enzima denominada Drosha reconhece essa regiao de 
haste-alga e excisa-a do transcrito primario do gene mir. A 
haste-alga liberada e exportada para o citoplasma, onde 
e clivada por Dicer e forma um miRNA. Em C. elegans, no 
qual esse processo foi descoberto, Dicer remove a alga e 
apara a haste ate um comprimento de 22 nucleotidios em 
cada filamento. Apos o amadurecimento em um RISC, o 
miRNA - agora unifilamentar - pode ter como alvo uma 
sequencia no mRNA produzido por outro gene. A Figu- 
ra 19.9B mostra o pareamento de bases entre o miRNA do 


gene mir de C. elegans lin-4 e um desses alvos de miRNA 
na UTR 3' do mRNA de um gene codificador de protei- 
na, lin-14. Por meio desse pareamento de bases, o miRNA 
lin-4 reprime a tradugao do mRNA tin-14 . 

Desde a descoberta desses genes mirdefinidos por mu- 
tagao, muitos outros genes mir foram encontrados com 
o auxflio de programas de computador para rastrear as 
sequencias de DNA genomico de C. elegans. Drosophila e 
outros organismos-modelo para a estrutura de repetigao 
invertida caracteristica. Muitos dos genes mir candidatos 
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■ FIG JRA 19.9 Regulagao da expressao genica por interferencia por RNA. A. Estrutura de haste-alga de urn transcrito do gene de microRNA 
lin-4 de C. elegans. B. Pareamento de bases entre o microRNA derivado do transcrito de lin-4 e uma sequencia na regiao 3' nao traduzida do 
RNA mensageiro de iin-14. 


identificados por essa tecnica genomica computadoriza- 
da foram verificados por detecgao de miRNA derivados 
desses genes em extratos celulares. Os genes cujos mRNA 
contem sequencias visadas por miRNA tambem estao 
sendo identificados por uma combinagao de uma ana- 
lise computadorizada e experimentagao in vivo. Muitos 
desses genes codificam fatores de transcrigao ou outras 
protemas importantes para o desenvolvimento. 

Alguns dos RNA que induzem RNAi sao deriva¬ 
dos da transcrigao de outros elementos no genoma, 
como transposons e transgenes, e tambem sao deri¬ 
vados de virus de RNA. Os mecanismos de formagao 
desses tipos de RNA de interferencia nao sao bem 
compreendidos. Algum aspecto do transposon, trans¬ 
gene ou RNA viral marca-o como incomum. Em ve- 
getais e nematodeos, esses RNA incomuns podem 
ser copiados em moleculas de RNA complementares 
por enzimas conhecidas como RNA polimerases de- 
pendentes de RNA (RdRP). Se as bases do filamen- 
to complementar de RNA continuarem emparelha- 
das com as bases do molde usado para sintetiza-lo, a 
molecula de RNA bifilamentar resultante pode ser 
dividida em siRNA por enzimas tipo Dicer, entao, os 
siRNA produzidos por Dicer podem entrar na via de 
RNAi tendo como alvo a populagao de RNA que deu 
origem a eles. Desse modo, RNA possivelmente pro- 
blematicos derivados de transposons, transgenes ou vi¬ 
rus podem ser alvos de repressao ou degradagao. Essa 
aplicagao de RNAi pode representar sua fungao mais 
primitiva — proteger organismos contra infecgoes virais 
e transposigao descontrolada. Em contrapartida, os in- 
tricados sistemas baseados em miRNA para regulagao 
genica evidentes em organismos como C. elegans pa- 


recem representar aplicagoes altamente desenvolvidas 
da RNAi. 

Os pesquisadores descobriram que a RNAi tambem 
pode ser induzida por RNA bifilamentar preparado 
por transcrigao in vitro de genes ou segmentos de gene 
clonados. O DNA e transcrito nos dois sentidos por 
sua insergao entre promotores em sentidos opostos em 
um vetor de clonagem adequado ou por insergao de 
copias invertidas do DNA em posigao 3' em relagao a 
um so promotor (Capitulo 16). As moleculas de RNA 
bifilamentares derivadas dos transcritos desses clones 
podem ser introduzidas em celulas cultivadas; elas tam¬ 
bem podem ser injetadas em organismos vivos. Uma 
vez dentro das celulas, o RNA bifilamentar entra em 


uma via de RNAi. E dividido em moleculas de siRNA, 
que sao incorporadas a complexos de RNA-protei- 
na e direcionadas para mRNA contendo sequencias 
complementares. Os mRNA-alvo geralmente sao de- 
gradados. Assim, o tratamento de celulas ou organis¬ 
mos com determinado tipo de RNA bifilamentar tern 
o efeito de suprimir ou diminuir a expressao do gene 


que corresponde a esse RNA. E equivalente, portanto, 
a indugao de uma mutagao amorfica ou hipomorfica 
no gene. Gragas a essa tecnica, os geneticistas pude- 
ram estudar as consequencias da ablagao ou atenuagao 
da expressao de determinados genes em uma grande 
variedade de organismos, inclusive alguns nos quais a 
analise genetica e dificil, lenta ou impossfvel. Portanto, 
agora a RNAi e usada para analisar a fungao de genes 
em peixes, roedores e seres humanos, bem como em 
organismos-modelo como C. elegans, Drosophila e Arabi- 
dopsis. Vejauma aplicagao dessa tecnologia em Resolva! 
Uso de RNAi em pesquisa celular. 
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Resolva! 




Uso de RNAi em pesquisa celular 

Um pesquisador esta estudando a formagao de centrossomos 
dentro de celulas humanas em cultura. Essas pequenas organe- 
las tern papel importante na orquestragao da divisao celular. E 
posslvel ver os centrossomos por coloragao apropriada das ce¬ 
lulas. O pesquisador pressupoe que duas protelnas, -y-tubulina 
e CEP 135, sao necessarias para a formagao do centrossomo. 
Os genes para essas duas protelnas foram clonados a partir do 
genoma humano, e suas sequences foram analisadas. Descreva 
como a tecnica de interference por RNA poderia ser usada para 


testar a hipotese do pesquisador. Explique que materiais seriam 
necessarios e como voce verificaria a ocorrencia de bloqueio ou 
diminuigao da sintese de 'y-tubulina e CEP135 em celulas cul- 
tivadas. Como voce verificaria se houve comprometimento da 
formagao do centrossomo? Que controles incluiria nesses ex- 
perimentos? 

Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


PONTOS ESSENCIAIS 


Os RNA de interferencia curtos e os microRNA sao produzidos a partir de precursores 
bifilamentares maiores pda actio de endonucleases tipo Dicer 

Nos complexos de silenciamento induzido por RNA (RISC), siRNA e miRNA tomam-se 
unifilamentares de modo que possam ter como alvo sequencias comp lemen tares em moleculas de 
RNA mensageiro 

O RNA mensageiro que e alvo do siRNA e clivado, e 0 mRNA-alvo do miRNA e impedido de 
servir de molde para a sintese de polipeptidios 

Os genomas eucarioticos tern centenas de genes para miRNA 

Transposons e transgenes podem. estimular a sintese de siRNA 

A interferencia por RNA e usada como instrumento de pesquisa para suprimir ou atenuar a 
expressao de genes em celulas e organismos. 


Expressao genica e organizagao da cromatina 


Varios aspectos da organizagao da cromatina influen- 
ciam a transcrigao de genes. 

Os cromossomos eucarioticos sao constitufdos de partes 
aproximadamente iguais de DNA e protema. O conjunto 
desse material e denominado cromatina. As caractensticas 
qui'micas da cromatina variam ao longo do comprimento 
do cromossomo. Em algumas regioes, por exemplo, as 
his ton as, que constituem a maior parte da protema 11 a 
cromatina, sao acetiladas, e, em outras regioes, alguns 
nucleotidios no DNA sao metilados. Essas modificagoes 
qui'micas podem influenciar a atividade de transcrigao 
dos genes. Outros aspectos da organizagao da cromatina 
- por exemplo, a presenga de protelnas de ‘'empacota- 
mento” - influenciam a regulagao genica. Nesta segao, 
analisaremos como a composigao e a organizagao da cro¬ 
matina afetam a expressao genica. 

EUCROMATINA E HETEROCROMATINA 

A variagao 11 a densidade da cromatina nos nucleos celu- 
lares leva a coloragao diferencial de segoes dos cromosso¬ 
mos. O material de coloragao intensa e a heterocromatina, 
e o material de coloragao fraca e a eucromatina. Esses dife- 
rentes tipos de cromatina tern algum significado funcio- 
nal? Caso tenham, qual e ele? 


Uma combinagao de analises geneticas e moleculares 
mostrou que a grande maioria dos genes eucarioticos 
esta na eucromatina. Alem disso, quando sao artificial- 
mente transpostos para um meio heterocromatico, os 
genes eucromaticos tendem a apresentar fungao anor- 
mal e, em alguns casos, inatividade total. Esse compro¬ 
metimento da fungao pode criar uma mistura de ca- 
racterfsticas normais e mutantes no mesmo individuo 
denominada variegagao por efeito de posigao. Esse termo e 
usado porque a variabilidade do fenotipo e causada por 
mudanga da posigao do gene eucromatico, especifica- 
mente por sua realocagao na heterocromatina. Muitos 
exemplos de variegagao por efeito de posigao foram 
descobertos em Drosophila, geralmente em associagao 
com inversoes ou translocagoes que deslocam um gene 
eucromatico para a heterocromatina. O alelo white mot¬ 
tled e um bom exemplo. Nesse caso, um alelo selvagem 
do gene white foi realocado por inversao, com uma que- 
bra perto do locus while eucromatico e outra na hetero¬ 
cromatina basal do cromossomo X. Esse rearranjo in¬ 
terfere na expressao normal do gene while e produz um 
fenotipo de olho manchado (Figura 19.10). Ao que tudo 
indica, o gene white eucromatico nao tern boa atividade 
em meio heterocromatico. Esse e outros exemplos leva- 
ram a nogao de que a heterocromatina reprime a fun¬ 
gao genica, talvez porque e condensada em uma forma 
que nao e acessivel ao mecanismo de transcrigao. 
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■ FIGURA 19.10 Fenotipo de cor dos olhos variegada de Drosophila 
com o atelo white mottled em um cromossomo X rearranjado. 

O comportamento do gene white em moscas com esse 
cromossomo X rearranjado indica que a expressao geni- 
ca pode ser influenciada por condigoes que nao alteram 
a sequencia nucleotidica do gene. Alem disso, como o 
gene white e expresso em algumas areas do olho, mas nao 
em outras, sabemos que uma vez estabelecidas essas con- 
digoes, sua heranga e clonal a medida que as celulas do 
olho se dividem. Como essas condigoes sao superpostas 
a estrutura basica do gene white, dizemos que sao epigene- 
ticas. O prefixo grego “epi” significa “acima” e nesse caso 
e usado para indicar que a expressao do gene e regulada 
por um estado hereditario que nao a sequencia real do 
gene. Nesse caso, o estado epigenetico hereditario im- 
plica algum aspecto da organizagao da cromatina perto 
do gene white reposicionado. Nas segbes a seguir, encon- 
traremos outros exemplos de regulagao epigenetica da 
expressao genica. 

ORGANIZACAO MOLECULAR DO DNA 
TRANSCRICIONALMENTE ATIVO 

O que e a organizagao molecular do DNA transcricional- 
mente ativo? Esse DNA e mais “aberto” que o DNA nao 
transcrito? Essas perguntas foram respondidas medin- 
do-se a sensibilidade do DNA na cromatina a agao da de- 
soxirribonuclease I (DNase) pancreatica, enzima que di¬ 
va moleculas de DNA e degrada-as em seus nucleotidios 
constituintes. Em 1976, Mark Groudine e Harold Wein- 
traub demonstraram que o DNA transcricionalmente ati¬ 
vo e mais sensivel a DNase I que o DNA nao transcrito. 
Groudine e Weintraub extrairam cromatina de hemacias 
de galinha e digeriram-na parcialmente com DNase I. 
Depois, eles examinaram o material residual da cromati¬ 
na a procura de sequencias de dois genes, fl-globina, que 
e transcrito ativamente em hemacias, e ovalbumina, que 
nao e. Constataram que mais de 50% do DNA do gene 
de fl-globina havia sido digerido pela enzima DNase I em 
comparagao com apenas 10% do DNA do gene de oval¬ 
bumina. Esses resultados eram uma forte indicagao de 
que o gene transcrito ativamente estava mais “aberto” ao 
ataque pela nuclease. Pesquisa subsequente mostrou que 


a sensibilidade dos genes transcricionalmente advos a 
nuclease depende de pelo menos duas pequenas protei- 
nas nao histonicas, HMG14 e HMG17 (HMG e a sigla de 
Aigh mobility group [grupo de alta mobilidade], porque 
eles tern elevada mobilidade durante a eletroforese em 
gel). Quando essas proteinas sao removidas da cromadna 
adva, a sensibilidade a nuclease e perdida; quando elas 
sao acrescentadas de novo, a sensibilidade e restaurada. 

O tratamento da cromadna isolada com uma concen- 
tragao muito baixa de DNase I causa clivagem do DNA 
em alguns sitios especilicos, apropriadamente denomi- 
nados sitios hipersensiveis a DNase I. Demonstrou-se que 
alguns desses sitios estao em posigao 5' em relagao aos 
genes transcricionalmente advos, na regiao promotora 
ou acentuadora. O significado funcional desses sidos hi- 
persensfveis ainda e obscuro, mas ha algumas evidencias 
de que podem marcar regioes de desespiralamento local 
do DNA, talvez por causa do inicio da transcrigao. 

No caso dos genes humanos para (1-globina, varios sf- 
tios hipersensiveis a DNase I estao em uma regiao de con¬ 
trols de locus (LCR) de 15 kb em posigao 5' em relagao 
aos proprios genes (Figura 19.11). Os genes da fl-globina 
humana estao em um agrupamento de 28 quilobases no 
cromossomo 11. Cada gene no agrupamento e copia de 
um gene de fl-globina ancestral. Durante a evolugao, os 
genes individuais no agrupamento divergiram por mu- 
tagao aleatoria e hoje cada um deles codifica um poli- 
pepddio ligeiramente diferente. Em um dos genes, uma 
mutagao sem sentido exdnguiu a capacidade de produ- 
zir um polipeptidio. Esses genes nao codificadores sao 
denominados pseudogenes e geralmente sao designados 
pela letra grega psi C4 r ) — portanto, o gene C^) (3 nesse 
agrupamento. 

Os genes da fl-globina humanos estao submetidos a 
regulagao espacial e temporal. Na verdade, uma carac- 
teristica notavel desse agrupamento de genes e que seus 
membros sao expressos em diferentes momentos do de- 
senvolvimento. O gene e e expresso no embriao, os dois 
genes y sao expressos no feto, e os genes 8 e fl sao expres¬ 
sos em lactentes e adultos. Aparentemente, essa ativagao 
sequencial de genes de um lado ao outro no agrupamen¬ 
to esta relacionada com a necessidade de produzir tipos 
ligeiramente diferentes de hemoglobina durante o de- 
senvolvimento humano. Embriao, feto e lactente tem ne- 
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■ figura 19.11 O agrupamento dos genes da fl-globina no cromos¬ 
somo humano 11. 
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cessidades diferentes de oxigenio, sistemas circulator!os 
diferentes e estao em ambientes ffsicos diferentes. Ao 
que parece., a variagao temporal de expressao do gene da 
3-globina e uma adaptagao a essa variagao de condigoes. 

A LCR do agrupamento de genes da 3-globina content 
sitios de ligagao para fatores de transcrigao que pre-ati- 
vam cada gene para transcrigao. A pre-ativagao e detecta- 
da por aumento da sensibilidade do DNA na LCR a diges- 
tao por baixa concentragao de DNase I. A transcrigao dos 
genes da 3-globina parece exigir essa pre-ativagao e e es- 
timulada por fatores de transcrigao que se Ilgam a acen- 
tuadores especificos no complexo genico da p-globina. 
Entretanto, a especificidade tecidual e temporal da ex¬ 
pressao do gene da 3-globina depende das sequencias in- 
seridas na LCR. Estudos com camundongos transgenicos 
indicam que a LCR nao e apenas uma grande colegao de 
acentuadores que controlam os varios genes da 3-globi¬ 
na. E preciso que a LCR esteja em posigao 5' em relagao 
aos genes da 3-globina e em seu sentido natural para con- 
trolar apropriadamente a expressao genica. Ou seja, sua 
agao depende do sentido. Em geral, os acentuadores tern 
agao independente do sentido e em diferentes posigoes 
em relagao ao promotor de um gene. A LCR tern outra 
caracteristica que a distingue de acentuadores simples: 
e capaz de controlar a expressao do gene da 3-globina 
quando todo o agrupamento genico (LCR mais genes 
da 3-globina) e inserido em uma posigao cromossomica 
diferente. Os acentuadores, por outro lado, geralmen- 
te sao inativos quando eles e seus genes associados sao 
transpostos para outra localizagao cromossomica. Assim, 
a LCR parece isolar os genes da 3-globina da influencia 
da cromatina ao seu redor. 

REMODELAGEM DA CROMATINA 

Experimentos que avaliam a sensibilidade do DNA a di- 
gestao com DNase I demonstraram que o DNA transcrito 
e mais acessivel ao ataque da nuclease que o DNA nao 
transcrito. O DNA transcrito e empacotado em nucle- 
ossomos? Em caso afirmativo, quais sao as modificagoes 
estruturais do nucleossomo durante a transcrigao? Os 
nucleossomos sao “abertos” e ‘Tec had os” quando a RNA 
polimerase passa ao Ion go do molde de DNA? As tentati- 
vas de responder a essas perguntas exigiram uma combi- 
nagao de metodos geneticos e bioqufmicos que demons¬ 
traram que o DNA transcrito e realmente empacotado 
em nucleossomos. No DNA transcrito, porem, os nucle¬ 
ossomos sao alterados por complexos multiproteicos que 
acabam por facilitar a agao da RNA polimerase. Essa al- 
teragao de nucleossomos no preparo para transcrigao e 
denominada remodelagem da cromatina. 

Foram identificados dois tipos gerais de complexos de 
remodelagem de cromatina. Um tipo e constitufdo de en- 
zimas que transferem grupos acetila para o aminoacido 
lisina em posigoes especificas nas histonas dos nucleos¬ 
somos. As enzimas dessa classe sao denominadas histona 
acetiltransferases {HAT). Muitos estudos mostraram que a 
acetilagao de histonas esta relacionada com o aumento 


da expressao genica, talvez porque o acrescimo dos gru¬ 
pos acetila afrouxa a associagao entre o DNA e os octa- 
meros de histona nos nucleossomo. As quinases - enzimas 
que transferem grupos fosfato para moleculas — tambem 
podem ter um papel junto com esses complexos de re¬ 
modelagem de cromatina. Sabe-se, por exemplo, que a 
acetilagao de lisina-14 em histona H4 frequentemente e 
precedida por fosforilagao de serina-10 nessa molecula. 
Juntas, essas duas modificagoes de histona H4 parecem 
“abrir” a cromatina para aumento da atividade de trans¬ 
crigao. 

Outro tipo de complexo de remodelagem de cromati¬ 
na desorganiza a estrutura do nucleossomo na vizinhan- 
ga do promotor de um gene. O complexo desse tipo mais 
estudado e o SWI/SNF encontrado na levedura de pao. 
Esse complexo recebe o nome dos dois tipos de muta- 
goes (switching-inhibited [inibido por variabilidade] e 
sucrose non/ermenter [nao fermentador de sacarosej) 
que levaram a descoberta de suas protemas constituintes. 
Complexos relacionados foram encontrados nas celulas 
de outros organismos, inclusive de seres humanos. O 
complexo SWI/SNF tern no mfnimo oito protemas. Re- 
gula a transcrigao por deslizamento de octameros de his¬ 
tona ao longo do DNA associado em nucleossomos; tam¬ 
bem pode translerir esses octameros para outros locals 
em uma molecula de DNA. A substituigao do nucleosso¬ 
mo catalisada pelo complexo SWI/SNF aparentemente 
possibilita o acesso dos fatores de transcrigao ao DNA. 
Entao, esses fatores estimulam a expressao de um gene. 

Nos analisamos a remodelagem da cromatina do pon- 
to de vista da ativagao do gene. No entanto, a cromatina 
ativa tambem pode ser remodelada em cromatina ina- 
tiva. Essa remodelagem invertida parece implicar duas 
modificagoes bioqufmicas das histonas em nucleosso¬ 
mos: desacetilagao, catalisada pelas histona desacetilases 
{HDAC), e metilagao, catalisada pelas histona metiltrans- 
ferases {HMT). Como sera exposto na proxima segao, al- 
guns nucleotidios no DNA tambem podem ser metilados 
por um grupo de enzimas denominadas DNA metiUrans- 
ferases ( DNMT). A cromatina submetida a essas modifica¬ 
goes tende a ser transcricionalmente silenciosa. 

METILAgAO DO DNA 

A modificagao quunica dos nucleotidios tambem parece 
ser muito importante para a regulagao de genes em al- 
guns eucariotos, sobretudo mamfferos. Dos aproximada- 
mente 3 bilhoes de pares de bases no genoma tipico de 
marmfero, cerca de 40% sao pares de bases G:C, e cerca 
de 2 a 7% desses sao modificados pelo acrescimo de um 
grupo metila a citosina (Figura 19.12). A maioria das cito- 
sinas metiladas e encontrada em diades de pares de bases 
com a estrutura 

5' mCpG 3' 

3' GpCm 5' 

em que mC e metilcitosina e o p entre C e G indica a 
ligagao fosfodiester entre nucleotidios adjacentes em 
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■ FIGURA 19.12 Estrutura da 5-metilcitosina. 


cada filamento de DNA. Com frequencia, essa estrutura 
e abreviada pela composigao de um filamento, portanto, 
mCpG. Os dinucleotidios CpG metilados podem ser de- 
tectados por digestao do DNA com enzimas de restrigao 
sensfveis a modificagoes qufmicas de seus sftios de reco- 
nhecimento. Por exemplo, a enzima Hpall reconhece e 
cliva a sequencia CCGG; no entanto, quando a segunda 
citosina nessa sequencia e metilada, Hpall nao e capaz 
de clivar a sequencia. Assim, os DNA metilados e nao me¬ 
tilados produzem padroes diferentes de fragmentos de 
restrigao quando sao digeridos por essa enzima. 

Os dinucleotidios CpG sao menos frequentes que o 
esperado em genomas de mamfferos, provavelmente por- 
que sofreram mutagao em dinucleotidios TpG ao longo 
da evolugao. Alem disso, a distribuigao de dinucleotidios 
CpG e desigual, com muitos segmentos curtos de DNA que 
tem uma densidade muito maior de dinucleotidios CpG 
que outras regioes do genoma. Esses segmentos ricos em 
CpG, geralmente com cerca de 1 a 2 kb, sao denominados 
ilhas de CpG. No genoma humano, ha aproximadamente 
30.000 ilhas, a maioria situada perto dos sitios de inicio da 
transcrigao. A analise molecular demonstrou que as citosi- 
nas nessas ilhas raramente, ou nunca, sao metiladas e que 
esse estado nao metilado ou submetilado conduz a trans¬ 
crigao. Assim, o DNA na vizinhanga de uma ilha de CpG e 
hipersensfvel a digestao por DNase I e seus nucleossomos 
costumam ser um pouco diferentes dos nucleossomos em 
outras partes do genoma — em geral, ha menos histona 
HI, e algumas histonas centrals sao acetiladas. 

O DNA metilado, quando presente, esta associado a 
repressao da transcrigao. Isso e observado principalmente 
em femeas de mamfferos, cujo cromossomo X inativo tem 
alto grau de metilagao. As regioes do genoma de mamffe¬ 
ros que contem sequencias repetitivas, inclusive as regioes 
ricas em elementos transponfveis, tambem sao metiladas, 
talvez como um modo de proteger o organismo contra 
os efeitos prejudiciais da expressao e do movimento de 
transposons. Os mecanismos que tornam o DNA metilado 
transcricionalmente silencioso nao sao bem compreen- 
didos; entretanto, pelo menos duas protefnas que repri- 
mem a transcrigao ligam-se ao DNA metilado e uma delas, 
MeCP2, modifica a estrutura da cromadna. Assim, e possf- 
vel que dinucleotidios CpG metilados liguem-se a protef- 
na especfficas e que essas protefnas formem um complexo 
que impega a transcrigao de genes vizinhos. 

A transmissao do estado metilado e clonal por divisao 
celular. Quando uma sequencia de DNA e metilada, os 


dois filamentos da sequencia adquirem grupos metila. 
Depois da replicagao do DNA, cada duplex-filho tem uma 
sequencia de DNA parental metilada e uma sequencia 
nao metilada. As DNA metiltransferases, enzimas que li- 
gam os grupos metila ao DNA, podem reconhecer essa 
assimetria e acrescentar um grupo metila a sequencia 
nao metilada. Desse modo, o estado totalmente metilado 
e restabelecido nos duplex-filhos de DNA. Dessa manei- 
ra, o padrao de metilagao e transmitido de modo mais ou 
menos fiel a cada ciclo de replicagao do DNA — ou seja, a 
cada divisao celular. Nesse sentido, a metilagao do DNA 
e uma modificagao epigenetica da cromatina. A acetila- 
gao da histona tambem e considerada uma modificagao 
epigenetica, embora nao esteja claro como o padrao de 
acetilagao e transmitido por divisao celular. O texto O 
futuro: A epigenetica de gemeos discorre sobre o possfvel 
significado dessas modificagoes em seres human os. 


IMPRINTING 

A metilagao do DNA em mamfferos tambem e responsa- 
vel por casos incomuns nos quais a expressao de um gene 
e controlada por sua origem parental. Por exemplo, em 
camundongos, o gene Igf2, que codifica um fator de cres- 
cimento similar a insulina ( insulin-\\ke. growth factor), e 
expresso quando e herdado do pai, mas nao da mae. Ja 
o gene HI9 e expresso quando e herdado da mae, mas 
nao do pai. Sempre que a expressao de um gene e condi- 
cionada por sua origem parental, os geneticistas afirmam 
que o gene foi imprinted — termo usado para transmitir a 
ideia de que o gene foi marcado de algum modo para 
“lembrar” que e oriundo do pai ou da mae. 

Analise molecular recente demonstrou que a marca 
que condiciona a expressao de um gene e a metilagao 
de um ou mais dinucleotidios de CpG na vizinhanga do 
gene. A princfpio, esses dinucleotidios metilados sao for- 
mados na linhagem germinativa parental (Figura 19 . 13 ). 
Assim, por exemplo, o gene Igf2 e metilado na linhagem 
germinativa feminina, mas nao na linhagem germinativa 
masculina. Por ocasiao da fertilizagao, um gene Igf2 meti¬ 
lado de origem materna e combinado a um gene Igf2 nao 
metilado de origem paterna. Durante a embriogenese, os 
estados metilado e nao metilado sao preservados a cada 
replicagao do gene. Como um gene metilado e silencioso, 
apenas o gene /g/2 de origem paterna e expresso no ani¬ 
mal em desenvolvimento. Acontece exatamente o oposto 
com o gene HI9, que e metilado na linhagem germina¬ 
tiva masculina, mas nao na linhagem germinativa femi¬ 
nina. Ja foram identificados mais de 20 diferentes genes 
imprinted em camundongos e seres humanos. O imprint 
por metilagao de cada gene e estabelecido na linhagem 
germinativa parental. Entretanto, um gene metilado her¬ 
dado de um sexo pode ser desmetilado quando passa por 
uma prole do sexo oposto. Assim, os imprints por metila¬ 
gao sao redefinidos a cada geragao, dependendo do sexo 
do animal. O fato de que alguns genes sao metilados em 
um sexo, mas nao no outro, implica que fato res sexo-es- 
pecfficos controlam o mecanismo de metilagao. 
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gjFUTURO 

EPIGENETICA DE GEMEOS 

uitos gemeos humanos tem aparencia e atitudes seme- 
Ihantes, de tal modo que e dificit diferencia-los. Mas os 
pais de gemeos '‘identicos'' sabem que cada um deles e 
diferente, e suas diferengas tornam-se mass aparentes com a idade. 
Um gemeo pode se tomar autoconfiante e o outro, tfmido. Um 
pode se tomar atleta e o outro, artista. Mais tarde, embora tenham 
aparencia semelhante, um gemeo pode sucumbir a uma doenga 
cronica, como diabetes, mas o outro, nao; na idade avangada, um 
pode ter doenga de Alzheimer e o outro, nao. Essas diferengas des- 
pertaram nossa curiosidade porque sabemos que esses tipos de 
gemeos comegaram a vida com genotipos identicos. O ovocito 
fertilizado dividiu-se e formou dois embrioes, que deram origem 
a pessoas diferentes. Para ressaltar a origem do mesmo ovocito 
fertilizado, dizemos que esses gemeos sao monozigoticos. 

Em 2005, uma equipe de pesquisa internacional explorou a 
possibslidade de que gemeos identicos poderiam ter diferengas 
epigeneticas. 1 Eles estudaram 40 pares de gemeos monozigoticos 
espanhois. Esses gemeos tinham de 3 a 74 anos de idade e graus 
variados de compartilhamento das experiences de vida. Os pes- 
quisadores examinaram dois tipos de modificagoes epigeneticas na 
cromatina de leucocitos retirados dos gemeos: metilagao de DNA 
e acetilagao de histona. 

A maioria dos pares de gemeos apresentou perfis epigeneti- 
cos espantosamente semelhantes. No entanto, em 35% dos pares, 
houve diferengas notaveis dos nlveis gerais de metilagao de DNA e 
acetilagao de histona. Essas diferengas foram mais prevalentes nos 
pares mais veihos e nos que passaram menos tempo de vida juntos 
ou que tinham diferentes historias de saude. Uma analise mais de- 
talhada das diferengas de metilagao do DNA mostrou que cerca de 



metade delas estava associada a retrotransposons no genoma dos 
gemeos: a outra metade estava associada a genes conhecidos ou 
suspeitos. O mapeamento citogenetico mostrou que as diferengas 
eram distribufdas em todo o genoma. Elas foram localizadas nos 
telomeros dos cromossomos e em determinadas regioes ricas em 
genes, como os bragos longo e curto do cromossomo 1, o brago 
curto do cromossomo 3 e o brago longo do cromossomo 8. Quan- 
do se analisaram os nfveis de RNA, as sequences de DNA hiper- 
metiladas eram silenciosas ou subexpressas. Assim, as diferengas 
epigeneticas entre os gemeos pareciam ter significado funcional. 

Esse estudo - o primeiro desse tipo - demonstrou que gemeos 
com o mesmo genotipo podem ter "epigenotipos" diferentes, e isso 
sugeriu que algumas diferengas fenotipicas entre os gemeos pode¬ 
riam ser causadas por diferengas epigeneticas, o que poderia, por 
sua vez, ser causado por diferentes historias de vida dos gemeos. 
Portanto, esse estudo significa que, com o tempo, as experiences 
de uma pessoa - atimentagao, atividades sociais e ffsicas, trata- 
mentos clfnicos, exposigao a diferentes ambientes, e assim por di- 
ante - poderiam participar da moldagem do ‘'epigenoma 1 ', o que 
pode influenciar o modo de expressao do genoma. 

No outono de 2010, outra equipe internacional se formou para 
estudar as diferengas epigeneticas em gemeos. Esse projeto 
"Epitwin" e liderado por cientistas do Reino Unido e da China e pes¬ 
quisa modificagoes epigeneticas que influenciam a suscetibilidade a 
varios disturbios e doengas, como obesidade, diabetes, osteoporose 
e longevidade. Cinco mil gemeos serao analisados. Portanto, esse es¬ 
tudo em larga escala pode revelar como a expressao genica regulada 
de modo epigenetico afeta a etiologia de tragos complexos. 


Fraga, M. F. etal., 2005. Epigenetic differences arise during the lifetime of 
monozygotic twins. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:10604-10609. 



PONTOS ESSENCIAIS 


A heterocromatina estd associada a repressdo da transcrigao 

A variega$ao por efeito de posi(;da e um exemplo da regular do epigenetica da expressao genica 
A transcricdo ocorre prefermciaImente na cromatina com organizagao frouxa 


O DNA transcricionalmente ativo tende a ser mais senswel a digestdo por DNase I 


• Durante a ativa^do da transcricdo, a cromatina e remodelada por complexos multiproteicos 
9 A metilagao de DNA estd associada ao silenciamento genico em 

• A expressao de um gene imprinted e condicionada pela origem paren tal do gene. 


mamiferos 


Ativagao e inativagao de cromossomos inteiros 


Mamiferos, moscas e vermes tem mecanismos diferentes 
de compensagao das diferentes doses de cromossomos X 
em machos e femeas. 

Organismos com um sistema de determinagao de sexo 
XX/XY ou XX/XO enfrentam o problema de igualar a 
atividade de genes ligados ao X nos dois sexos. Nos ma¬ 


miferos, esse problema e resolvido pela inativagao aleato- 
ria de um dos dois cromossomos X em femeas; portanto, 
cada femea tem o mesmo numero de genes ligados ao 
X transcricionalmente ativos que um macho. Em Droso¬ 
phila, nenhum dos dois cromossomos X na femea e ina- 
tivado; em vez disso, a transcrigao dos genes no unico 
cromossomo X do macho e intensificada para que sen 
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produto final esteja de acordo com os genes nos dois cro- 
mossomos X de uma femea. Ainda outra solugao para o 
problema de numeros diferentes de genes ligados ao X 
foi encontrada no nematode o Caenorhabditis elegans. Nes- 
se organismo, indivfduos XX sao hermafroditas (atuam 
como macho e femea) e indivfduos XO sao machos. A 
atividade de transcrigao ligada ao X e igualada nesses 
dois genotipos por repressao parcial dos genes nos dois 
cromossomos X em hermafroditas. Portanto, mamfleros, 


moscas e vermes resolve ram o problema da dose de gene 
ligado ao X de diferentes maneiras (Figure 19.14) . Em ma¬ 
in fferos, um dos cromossomos X nas femeas e inativado; 
em Drosophila, o unico cromossomo X em machos e hi- 
perativado; e em C. elegans, os dois cromossomos X em 
hermafroditas sao hipoativados. 

Esses tres diferentes me can ism os de compensagao da dose 
- inativagao, hiperativagao e hipoativagdo — tern uma carac- 
terfstica importante em comum: rnuitos genes diferentes 
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Durante o desenvolvimento dos tecidos somaticos, o 
aleio de origem materna permanece metiiado enquanto 
o aleio de origem paterna permanece nao metiiado. 

Em ceiulas somaticas, so e expresso o aleio nao 
metiiado de origem paterna. 0 aleio metiiado de 
origem materna e silencioso. 


Durante o desenvolvimento da linhagem germinativa, 
o imprint por metilacao e apagado. 


A metilacao e restabelecida durante a ovocitogenese, 
mas nao durante a espermatogenese. Assim, se o 
camundongo for femea, todos os genes Igf2 serao 
metilados, mesmo que sejam copias do aleio \gf2 nao 
metiiado do pai. Se o camundongo for macho, nenhum 
dos genes Igf2 sera metiiado, mesmo que seja copia do 
aleio Igf2 metiiado herd a do da mae. 


■ FIGURA 19.13 Metilagao e imprinting do gene igf2 em camundongos. O gene e metiiado em femeas, mas nao em machos. 
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Hipoativacao dos dois X 

■ FIGURA ’9,14 Tres mecanismos de compensagao de dose para ge¬ 
nes ligados ao X: inativagao, hiperativagao e hipoativagao. 


sao regulados coordenadamente porque estao no mesmo 
cromossomo. Essa regulagao global do cromossomo e su- 
perposta a tod os os outros mecanismos reguladores usa- 
dos na expressao espacial e temporal desses genes. Qual 
seria o responsavel por esse sistema regulador global? 
Durante decadas, os geneticistas vem tentando elucidar 
a base molecular da compensagao de dose. A hipotese 
de trabalho e a de que existe um ou mais fatores que se 
ligam especificamente ao cromossomo X e alteram suas 
atividades de transcrigao. Descobertas recentes indicam 
que essa ideia esta correta. 

INATIVAgAO DE CROMOSSOMOS X 
EM MAMIFEROS 


Em mamiferos, a inativagao do cromossomo X comega 
em um sitio especifico denominado centro de inativagao X 
( XIC ) e propaga-se em sentidos opostos ate as extremida- 
des do cromossomo. Curiosamente, nem todos os genes 
do cromossomo X inativado sao transcricionalmente si- 
lenciosos. Um que permanece ativo e denominado XIST 
(X inactive .specific franscript [transcrito especifico do 
X inativo]); esse gene esta dentro do XIC (Figura 19.15). 
Em seres human os, o gene XIST codifica um transcrito 
de 17 kb que nao tern nenhuma matriz aberta de leitura 
relevante. Portanto, parece improvavel que o gene XIST 
codifique uma protelna. Em vez disso, provavelmente o 
proprio RNA e o produto funcional do gene XIST Em- 
bora poliadenilado, esse RNA e restrito ao nucleo e esta 
localizado especificamente nos cromossomos X inativa- 
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■ FIGURA 19.15 Expressao do gene XIST no cromossomo X inativo de 
mulheres. Para comparagao, e mostrada a expressao do gene HPRT no 
cromossomo X ativo. Esse gene codifica a hipoxantina fosforribosil- 
transferase, enzima que participa do metabolismo de purinas. 


dos; nao parece estar associado a cromossomos X ativos 
em machos nem em femeas. 

Em camundongos, nos quais foi possivel fazer uma 
analise experimental detalhada, os pesquisadores cons- 
tataram que o homologo do gene XIST human o e trans¬ 
crito durante os estagios iniciais do desenvolvimento em- 
brionario em baixo nfvel de ambos os cromossomos X 
presentes nas femeas. Os transcritos de cada gene Xist 
da femea de camundongo sao instaveis e permanecem 
intimamente associados a seus respectivos genes. Ao lon- 
go do desenvolvimento, os transcritos de um dos genes 
estabilizam-se e acabam por envolver todo o cromosso¬ 
mo X no qual esse gene esta localizado; os transcritos do 
outro gene Xist desintegram-se, e a transcrigao adicional 
desse gene e reprimida por metilagao de nucleotidios no 
promotor do gene. Assim, na femea do camundongo, 
um cromossomo X - aquele cujo gene Xist continua a ser 
transcrito - e envolvido pelo RNA Xist e o outro, nao. Ao 
que tudo indica, a escolha do cromossomo a ser reves- 
tido e aleatoria. Embora o mecanismo de revestimento 
ainda nao seja compreendido, a consequencia e clara: a 
maioria dos genes no cromossomo revestido e reprimida 
e esse cromossomo torna-se o cromossomo X inativo. No 
sistema de compensagao de dose de mamiferos, portan¬ 
to, o cromossomo X que permanece ativo e, paradoxal- 
mente, o que reprime seu gene Xist. 

Os cromossomos X inativos sao facilmente identifica- 
dos em celulas de mamiferos. Durante a interfase, eles se 
condensam em uma massa escura associada a membrana 
nuclear. Essa massa, o corpusculo de Barr, desconden- 
sa-se durante afase S para possibilitar a replicagao do cro¬ 
mossomo X inativo. Entretanto, como a descondensagao 
leva algum tempo, a replicagao do cromossomo X inativo 
ocorre mais tarde que a dos demais cromossomos. Desse 
modo, os cromossomos X inativos tern obrigatoriamente 
uma estrutura de cromatina muito diferente da estrutura 
dos outros cromossomos. Essa diferenga e determinada 
em parte pelos tipos de histonas associadas ao DNA. Uma 
das quatro histonas centrais, H4, pode ser quimicamente 
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FIGURA 19.16 Ligagao do produto proteico de um dos genes msl de Drosophila ao unico cromossomo X de machos. 


modificada pelo acrescimo de grupos acetila a qualquer 
uma das varias lisinas na cadeia polipeptidica. A H4 ace- 
tilada esta associada a todos os cromossomos do genoma 
humano. No entanto, no cromossomo X inativo parece 
estar restrita a tres bandas bem estreitas, cada uma delas 
correspondente a uma regiao que contem alguns genes 
ativos. Tambem ha deplegao da H4 acetilada em areas de 
heterocromatina nos outros cromossomos. Esses achados 
sugerem que a deplegao de H4 acetilada e uma caracte- 
ristica basica do cromossomo X inativo. 

HIPERATIVACAO DE CROMOSSOMOS X 
EM DROSOPHILA 

Em Drosophila;, a compensagao de dose requer os pro¬ 
dutos proteicos de pelo me nos cinco genes diferentes. 
As mutagoes nulas nesses genes acarretam letalidade es- 
pecifica do macho porque o unico cromossomo X dos 
machos nao e hiperativado. Os machos mutantes costu- 
mam morrer durante o fim do estagio larvar ou o infcio 
do estagio pupal. Portanto, esses genes de compensagao 
de dose sao denominados loci letais macho-especfficos 
( msl) e seus produtos sao denominados protemas MSL. 
Os anticorpos preparados contra essas protemas foram 
usados como sondas para localizar as protemas dentro 
das celulas. O achado significativo e que cada protei- 
na MSL liga-se especificamente ao cromossomo X em 
machos (Figura 19.16). Essas protemas nao se ligam aos 
outros cromossomos no genoma masculino e nao se li¬ 
gam a nenhum cromossomo, inclusive os X, no genoma 
feminino. A ligagao das protemas MSL ao cromossomo 
X masculino e facilitada por dois tipos de moleculas de 
RNA denominadas roXl e roX2 (do ingles, RNA on the X 


chromosome [RNA no cromossomo X]) que sao transcri- 
tos de genes no cromossomo X. 

O modelo atual propoe que as protemas MSL formam 
um complexo ao qual se unem os RNA roX Entao, esse 
complexo liga-se a 30 a 40 sitios ao longo do cromossomo 
X masculino, inclusive aos lod que contem os dois genes 
roX A partir de cada um desses sitios de entrada, o com¬ 
plexo MSL/roX propaga-se nos dois sentidos ate al can gar 
todos os genes no cromossomo X masculino que precisam 
ser hiperativados. O processo de hiperativagao pode impli- 
car remodelagem da cromatina pelo complexo MSL/ roX 
Uma das protemas MSL e uma histona acetiltransferase, e 
uma versao acetilada especifica da histona H4 esta exclusi- 
vamente associada aos cromossomos X hiperativados. 

HIPOATIVACAO DE CROMOSSOMOS X 
EM CAENORHABDITIS 

Em C. elegans, a compensagao de dose implica a repressao 
parcial de genes ligados ao X nas celulas somaticas de 
hermafroditas. O mecanismo nao e totalmente compre- 
endido, mas ha participagao de produtos de varios genes. 
Assim como as protemas MSL em Drosophila, as protemas 
codificadas por esses genes ligam-se especificamente ao 
cromossomo X. No entanto, ao contrario da situagao em 
Drosophila, elas so se ligam quando ha dois cromossomos 
X. Aparentemente, as protemas nao se ligam ao cromos¬ 
somo X unico em machos nem se ligam a nenhum autos- 
somo em machos ou hermafroditas. Portanto, a compen¬ 
sagao de dose em C. elegans parece implicar um mecanis¬ 
mo exatamente oposto ao que ocorre em Drosophila. Um 
complexo proteico liga-se aos cromossomos X e reprime 
a transcrigao em vez de estimula-la. 
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PONTOS ESSENGAIS 


• A inativafdo de urn cromossomo X em femeas XX de mamiferos e mediada par urn RNA ndo 
codificador transcrito do gene XIST nesse cromossomo 


A hiperativagao do unico cromossomo X em machos de Drosophila e mediada por urn 
complexo RNA-proteina que se liga a muitos sitios nesse cromossomo e estimula a transcrigdo 
de seas genes 




A hipoativacdo dos dots cromossomos X em hermafroditas de C. elegans e mediada porprotei- 
nas que se ligam a esses cromossomos e reduzem a transcri(,do de sens genes . 


Exerdcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Organize os processos a seguir em ordem cro- 
nologica, partindo do que ocorre primeiro: (a) 
recomposigao de uma molecula de RNA, (b) mi- 
gragao de uma molecula de mRNA para o cito¬ 
plasma, (c) transcrigao de um gene, (d) degra- 
dagao de uma molecula de RNA, (e) sintese de 
polipeptidio. 

Resposta: c-a-b-e-d. 

2. Que fator induz a expressao do gene hsp 70 era Dro- 
sophila ? 

Resposta: O gene hsp70e induzido pelo estresse por calor. 

3. Indique se cada um destes fendmenos relacionados 
com a regulagao da expressao genica ocorre no nu- 

cleo ou no citoplasma de uma celula eucariotica. 

(a) Estiinulagao da expressao genica por um fator de 
transcrigao. 

(b) Recomposigao alternativa do transcrito primario de 
um gene. 

(c) Poliadenilagao do transcrito primario de um gene. 

(d) Tradugao de um RNA mensageiro. 

(e) Inibigao da tradugao por ligagao de um microRNA a 
um RNA mensageiro. 

(f) Degradagao de um RNA mensageiro induzido por 
um RNA de interferencia curio. 

(g) Ligagao de um hormonio peptidico a seu receptor. 

(h) Ligagao de um hormonio esteroide a seu receptor. 

(i) Silenciamento da expressao genica pela heterocro 
matina. 

(j) Inativagao de todo o cromossomo. 

Resposta: O item (li) pode ocorrer no citoplasma ou 
no nucleo, dependendo do hormonio esteroide 
especifico. Os itens (a), (b), (c), (i) e (j) ocor- 


rem no nucleo. Todos os outros itens ocorrem no 
citoplasma. 

4. Cite algumas diferengas entre eucromatina e hete- 
rocromatina. 

Resposta: A heterocromatina adquire coloragao escura 
durante todo o ciclo celular; a eucromatina nao 
adquire coloragao escura durante a interfase. A 
heterocromatina e rica em sequencias repetidas de 
DNA e em elementos transponrveis; a eucromatina 
pode center sequencias repetidas e transposons, 
mas geralmente nao no mesmo gran que a hetero¬ 
cromatina. A heterocromatina tern poucos genes 
codificadores de proteinas; a eucromatina tern mui¬ 
tos genes codificadores de proteinas. 

5. Indique se os itens a seguir estao associados a ativi- 
dade ou inatividade do gene: (a) metilagao do DNA, 
(b) acelilagao de histona, (c) metilagao de histona, 
(d) heterocromatina, (e) regiao de controle de locus, 
(f) proteina Gi\L4, (g) sensibilidade a DNase I. 

Resposta: (a) inatividade, (b) atividade, (c) inatividade, 
(d) inatividade, (e) atividade, (f) atividade, (g) ati¬ 
vidade. 

6. Qual e o mecanismo de igualagao do nivel de ex¬ 
pressao de genes ligados ao X nos dois sexos em (a) 
seres humanos, (b) moscas e (c) vermes? 

Resposta: (a) Em seres humanos, um dos cromossomos 
X nas femeas e inativado aleatoriamente. (b) Em 
moscas, o unico cromossomo X em machos e hi- 
perativado. (c) Em vermes, os dois cromossomos X 
em hermafroditas sao hipoativados. 


Autoavaliagao 

Integre diferentes concertos e tecnicas 


l. 


O gene lacZ bacteriano para [3-gaIactosidase foi in- 
serido em um elemento P transponfvel de Drosophi¬ 
la {Capftulo 17) de modo que pudesse ser transcri¬ 


to do promotor do elemento P. Esse gene de fusao 
foi entao injetado na linhagem germinativa de um 
embriao de Drosophila junto com uma enzima que 
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catalisa a transposigao de elementos P. Durante o 
desenvolvimento, o elemento P modificado foi in- 
serido nos cromossomos de algumas celulas da li- 
nhagem germinativa. Entao, a prole desse animal 
foi cruzada individualmente com moscas de um es- 
toque padrao do laboratorio para criar linhagens 
que tivessem o gene de fusao P/lacZ em seus geno- 
mas. Em tres dessas linhagens, analisou-se a expres- 
sao de lacZ por coloragao de tecidos dissecados de 
moscas adultas com X-gal, substrato cromogenico 
que se torna azul na presenga de [3-galactosidase. 
Na primeira linhagem, apenas os olhos coraram-se 
de azul; na segunda, apenas o intestino corou-se de 
azul; e na terceira, todos os tecidos coraram-se de 
azul. Como voce explica esses resultados? 

Resposta: Sem duvida, as tres linhagens tinham diferentes 
insergoes do gene de fusao P/lacZ (ver diagrama). 
Em cada linhagem, a expressao do gene de fusao P/ 
lacZioi necessariamente influe nciada por uma dife- 
rente sequencia reguladora, ou acentuador, capaz 
de interagir com o promotor P e iniciar a transcri¬ 
gao no gene lacZ Na primeira linhagem, o elemen¬ 
to P modificado certamente se inseriu perto de um 
acentuador especffico para o olho, o que promoveu 
a transcrigao apenas no tecido ocular. Na segunda 
linhagem, certamente se inseriu perto de um acen¬ 
tuador que promove a transcrigao nas celulas in- 
testinais e, na terceira linhagem, inseriu-se perto 
de um acentuador que promove a transcrigao em 
todas ou quase todas as celulas, qualquer que seja 
a associagao tecidual. Provavelmente todos esses di¬ 
ferentes acentuadores estao perto de um gene que 


normalmente seria expresso sob seu controle. Por 
exemplo, o acentuador especffico para o olho es- 
taria perto de um gene necessario para algum as- 
pecto da fungao ou do desenvolvimento ocular. Es¬ 
ses resultados mostram que insergoes aleatorias do 
gene de fusao P/lacZ podem ser usadas para identi- 
ficar diferentes tipos de acentuadores e, por meio 
deles, os genes que eles controlam. Portanto, essas 
insergoes de gene de fusao frequentemente sao de- 
nominadas capturas de acentuador {enhancer traps ). 

2. Em seu artigo seminal sobre interferencia por 
RNA, Andrew Fire e colaboradores (1988 Nature 
391: 806-811) descreveram os resultados de ex- 
perimentos nos quais o RNA derivado do gene 
mex-3 foi injetado em hermafroditas de C. elegans. 
Embrioes obtidos desses hermafroditas foram ana- 
lisados por hibridizagao in situ usando sondas para 
RNA mex-3. As sondas foram projetadas para se li- 
garem ao RNA mensageiro de mex-3, que normal¬ 
mente se acumula nas gonadas de hermafroditas e 
em seus embrioes. A ligagao das moleculas de son- 
da ao mRNA nos embrioes e facilmente detectada 
se as moleculas de sonda lorem marcadas. Ao fazer 
esses experimentos de hibridizagao in situ. Fire e 
seus colegas constataram que embrioes de vermes 
nos quais foi injetado RNA mex-3 bifilamentar nao 
foram marcados pelas moleculas de sonda, en- 
quanto embrioes de vermes nos quais foi injetado 
RNA unifilamentar complementar ao mRNA mex-3 
— isto e, com RNA mex-3 antisense — foram marca¬ 
dos, embora nao tao intensamente quanto os em¬ 
brioes de vermes que nao receberam injegao. O 
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que esses resultados indicam sobre a eficacia do 
RNA antisense bifilamentar versus unifilamentar 
para silenciar a expressao genica? 


Resposta: Os resultados desses experimentos de hibridi- 
zagao in situ indicam que o RNA bifilamentar e um 
forte silenciador da expressao do gene mex-3 em 
embrioes de C. elegans. Em contraposi^ao, o RNA 
antisense unifilamentar quase nao tern efeito sobre 
a expressao do gene mex-3. Os embrioes de vermes 
nos quais foi injetado o RNA mex-3 bifilamentar nao 
apresentam RNA mensageiro mex-3 r/e tec lave 1. A 
ausencia de RNA mensageiro mex-3 nesses embrioes 

o 


e consequencia de interferencia por RNA induzida 
pelo RNA bifilamentar injetado. Os embrioes de 
vermes nos quais foi injetado o RNA mex-3 antisense 
unifilamentar apresentavam algum RNA mensagei¬ 


ro mex-3. Assim, o RNA mex-3 antisense unifilamentar 
nao e tao eficaz quanto o RNA mex-3 bifilamentar 
na indugao de RNAi. 


3. O fen6tipo desigual de gatos com pelagem tartaruga 

(Capftulo 5} e consequencia da inativagao aleatoria 
de cromossomos X em femeas heterozigotas para di¬ 
ferentes alelos de um gene Iigado ao X para cor da 
pelagem; um alelo produz pelagem clara e o outro, 
pelagem escura. O fenotipo desigual de ginandro- 
morfos em Drosophila (Capftulo 6) e consequencia 
da nao disjungao dos cromossomos X durante uma 
das divisoes iniciais de clivagem. Se um zigoto XX for 
heterozigoto para os alelos selvagem e mutante do 


gene while Iigado ao X, a nao disjungao pode produ- 
zir uma linhagem de celulas XO que tern apenas o 
alelo mutante, e se essas celulas formam um olho, ou 
parte de um olho, esse tecido ocular sera branco. Em 
contraposigao, o tecido derivado de celulas XX sera 
vermelho porque essas celulas tern o alelo selvagem 
do gene white. Algum desses fenolipos desiguais e 
um exemplo da regulagao epigenetica da expressao 
genica? Explique sua resposta. 

Resposta: O fenotipo desigual de gatos com pelagem tar¬ 
taruga e consequencia de um fenomeno epigened- 
co - inativagao aleatoria de um cromossomo X em 
cada celula destinada a formar celulas produtoras 
de pigmento no adulto. Todas as celulas produtoras 
de pigmento sao geneticamente equivalentes - isto 
e, tern o mesmo conteudo de DNA. O fenotipo tar¬ 
taruga nao e causado por alteragao do genotipo du¬ 
rante o desenvolvimento embriologico do animal. 

o 

Na verdade, a causa e a mudanga no estado de um 
dos cromossomos X, o X que e inativado, e a heran- 
ga desse estado e clonal por divisao celular. Assim, 
as manchas claras e esc liras da pelagem do gato 
tern diferengas epigeneticas, nao geneticas. Ja o fe¬ 
notipo desigual de ginandromorfos de Drosophila 
deve-se a uma mudanga genetica ocorrida durante 
o desenvolvimento. Um dos cromossomos X e per- 
dido. As manchas vermelhas e brancas de tecido no 
olho de um ginandromorfo nao sao geneticamente 
equivalentes. Portanto, a diferenga entre elas e ge¬ 
netica, nao epigenetica. 



Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


19.1 Os operons sao comuns em bacterias, mas nao em 
eucariotos. Sugira uma razao para isso. 

19.2 Em bacterias, a tradugao de um rnRNA comega an¬ 
tes da conclusao da sfntese desse mRNA. Por que 
esse “acoplamento" da transcrigao e tradugao nao 
e possfvel em eucariotos? 

19.3 A distrofia muscular em seres humanos e causada 
por mutagoes em um gene Iigado ao X que codifica 
uma protefna denominada distrofina. Que tecnicas 
poderiam ser usadas para verificar se esse gene e ati- 
vo em diferentes tipos de celulas, por exemplo, celu¬ 
las cutaneas, celulas nervosas e celulas musculares? 

19.4 Por C]ue os hormonios esteroides interagem com 
receptores dentro da celula, enquanto hormonios 
peptfdicos interagem com receptores na superff- 
cie celular? 

19.5 Nos cromossomos politenicos de larvas de Droso¬ 
phila (Capftulo 6), ha formagao de grandes pufes 
em algumas bandas quando as larvas sao expostas 
a temperatura elevada. Como voce poderia de¬ 


mo nstrar que esses pufes con tern genes que sao in- 
tensamente transcritos em resposta ao tratamento 
de choque termico? 

19.6 Como e possfvel distinguir um acentuador de um 
promotor? 

19.7 As tropomiosinas sao protefnas mediadoras da in- 
teragao de actina e troponina, duas protefnas que 
participam das contragoes musculares. Em ani¬ 
mals superiores, as tropomiosinas existem como 
uma famflia de protefnas intimamente relaciona- 
das que tern algumas sequencias de aminoacidos 
em comum e outras diferentes. Explique como 
essas protefnas poderiam ser criadas a partir do 
transcrito de um unico gene. 

19.8 Um polipeptfdio e constitufdo de ires segmentos de 
aminoacidos, A-B-C. Outro polipeptfdio content 
os segmentos A e C, mas nao o segmento B. Como 
seria possfvel de terminal" se esses do is polipeptfdios 
sao produzidos por tradugao de versoes allernativa- 
menle recompostas de RNA de um unico gene ou 
por tradugao de mRNA de dois genes diferentes? 
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19.9 Que tecnicas poderiam ser usadas para mostrar 
que um gene vegetal e transcrito quando a planta 
e iluminada? 

19.10 Quando os fntrons foram descobertos pela primei- 
ra vez,, acreditava-se que fossem o “lixo” genetic o — 
isto e, sequencias sem fungao util. Na verdade, pa- 
reciam ser piores que lixo porque interrompiam as 
sequencias codificadoras dos genes. Entre eucario- 
tos, porem, os fntrons sao disseminados e tudo que 
e disseminado em biologia geralmente tem uma 
fungao. Que fungao poderiam ter os fntrons? Que 
benellcio eles poderiam conferir a um organismo? 

19.11 O fator de transcrigao GAL4 em leveduras regula 
do is genes adjacentes, GAL1 e GAL10, por ligagao a 
sequencias de DNA entre eles. Esses dois genes sao 
transcritos em sentidos opostos no cromossomo, 
um para a esquerda do sftio de ligagao da protefna 
GAL4 e o outro para a direita desse sftio. Que pro- 
priedade dos acentuadores essa situagao ilustra? 

19.12 Usando as tecnicas de engenharia genetica, um 
pesquisador construiu um gene de fusao conte n- 
do os elementos de resposta ao choque termico de 
um gene hsp70 de Drosophila e a regiao codifica- 
dora de um gene de agua-viva (gfp) para protefna 
fluorescente verde. Esse gene de fusao foi inserido 
nos cromossomos de Drosophila vivas pela tecnica 
de transformagao mediada por transposon (Capf- 
tulo 17). Em que condigoes a protefna fluorescen¬ 
te verde sera sintetizada nessas moscas transforma- 
das geneticamente? Explique. 

19.13 Suponha que o segmento do gene hsp70 usado 
para produzir o gene de fusao hsp70/gfp do proble- 
ma anterior tivesse mutagoes em todos os seus ele¬ 
mentos de resposta ao choque termico. A protefna 
fluorescente verde codificada por esse gene de fu¬ 
sao seria sintetizada nessas moscas transformadas 
geneticamente? 

19.14 Os produtos polipeptfdicos de dois genes diferen- 
tes, A e B, atuam como fatores de transcrigao. Esses 
polipeptfdios interagem e formam dfmeros: ho- 
modfmeros AA, homodfmeros BB e heterodfme- 
ros AB. Se os polipeptfdios A e B sao igualmente 
abundantes nas celulas e se a formagao de dfmeros 
e aleatoria, qual e a razao esperada entre homodf¬ 
meros e heterodfmeros nessas celulas? 

19.15 Um determinado fator de transcrigao liga-se a 
acentuadores em 40 genes diferentes. Preveja o 
fenotipo de indivfduos homozigotos para uma 
mutagao por mudanga de matriz de leitura na se- 
quencia codificadora do gene que especifica esse 
fator de transcrigao. 

19.16 As formas alternativamente re compos tas do RNA 
do gene doublesex de Drosophila codificam protefnas 
necessarias para bloquear o desenvolvimento de 
um ou outro conjunto de caracterfsticas sexuais. 


A protefna produzida nas femeas bloqueia o de¬ 
senvolvimento de caracterfsticas masculinas, e a 
protefna produzida em machos bloqueia o desen¬ 
volvimento de caracterfsticas femininas. Preveja o 
fenotipo de animais XX e XY homozigotos para 
uma mutagao nula no gene doublesex. 

19.17 O RNA do gene Sex-lethal ( Sxl) de Drosophila e 
recomposto alternativamente. Em machos, a se- 
quencia do mRNA derivado do transcrito primario 
contem todos os oito exons do gene Sxl Em feme¬ 
as, o mRNA so contem sete exons porque, durante 
a recomposigao, o exon 3 e removido do transcri¬ 
to primario junto com seus fntrons flanqueadores. 
Portanto, a regiao codificadora no mRNA femi- 
nino e mais curia que no mRNA masculino. No en- 
tanto, a protefna codificada pelo mRNA feminino 
e mais longa que a protefna codificada pelo mRNA 
masculino. Como voce explicaria esse paradoxo? 

19.18 Em Drosophila, a expressao do gene yellow € neces- 
saria para a formagao de pigmento escuro em mui- 
tos tecidos diferentes; sem essa expressao, a cor do 
tecido e amarela. Nas asas, a expressao do gene 
yellow e controlada por um acentuador em posigao 
5' em relagao ao sftio de infcio da transcrigao do 
gene. Nas garras tarsais, a expressao e controlada 
por um acentuador localizado no unico fntron do 
gene. Suponha que, por tecnicas de engenharia 
genetica, o acentuador da asa seja posto no fntron 
e o acentuador da garra, em posigao 5' em relagao 
ao sftio de infcio da transcrigao. Uma mosca que 
tivesse esse gene yellow modificado em vez do gene 
yellow natural teria asas e garras escuras? Explique. 

19.19 Um pesquisador suspeita de que um fntron com 
550 pb contenha um acentuador que promova a 
expressao especifica de um gene de Arabidopsis no 
tecido da extremidade da raiz. Descreva um expe- 
rimento para testar essa hipotese. 

19.20 Qual e a natureza de cada uma das seguintes classes 
de enzimas? Qual e a agao de cada tipo de enzima 
sobre a cromatina? (a) HAT, (b) HD AC e (c) HMT. 

19.21 Em larvas de Drosophila , o unico cromossomo X 
de machos parece difuso e inflado nas celulas po¬ 
lite nicas das glandulas salivares. Essa observagao e 
compatfvel com a ideia de que os genes ligados ao 
X sao hiperativados em machos de Drosophila :? 

19.22 Suponha que a LCR do agrupamento de genes da 
P-globina fosse deletada de um dos dois cromosso¬ 
mos 11 de um homem. Que doenga essa delegao 
poderia causar? 

19.23 O RNA bifilamentar derivado de um fntron seria 
capaz de induzir interferencia por RNA? 

19.24 A interferencia por RNA foi implicada na regula- 
gaode elementos transponfveis. Em Drosophila, duas 
das principals protefnas implicadas na interferen- 
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cia por RNA sao codificadas pelos genes aubergine 
e piwi. Moscas homozigotas para alelos mutantes 
desses genes sao letais ou estereis, mas moscas he- 
terozigotas para esses alelos sao viaveis e ferteis. Su- 
ponha que voce tenha linhagens de Drosophila hete- 
rozigotas para alelos mutantes aubergine ou piwi. Por 
que a taxa de mutagao genomica nessas linhagens 
mutantes poderia ser maior que a taxa de mutagao 
genomica em uma linhagem selvagem? 

19.25 Suponha que femeas de camundongos homozigo¬ 
tas para o alelo a do gene Igf2 sejam cruzadas com 
machos homozigotos para o alelo b desse gene. 
Qual desses dois alelos sera expresso na prole F ? 

19.26 A transmissao dos estados epigeneticos e clonal 
por divisao celular. Que tipos de observagoes in¬ 
dicam que esses estados podem ser revertidos ou 
redefinidos? 

19.27 Um pesquisador formula a hipotese de que em ca¬ 
mundongos o gene A e transcrito ativamente em 
celulas hepaticas, enquanto o gene B e transcrito 
ativamente em celulas encefalicas. Descreva pro- 
cedimentos que possibilitariam que o pesquisador 
testasse essa hipotese. 

19.28 Suponha que a hipotese mencionada na questao 
anterior esteja correta e que o gene A seja trans¬ 
crito ativamente em celulas hepaticas e o gene B 
seja transcrito ativamente em celulas encefalicas. 
Agora, o pesquisador extrai quantidades equiva- 
lentes dos tecidos hepatico e encefalico e trata esse 
extratos separadamente com DNase I durante um 
periodo limitado. Se o DNA remanescente apos 
o tratamento for fracionado por eletroforese em 
gel, transferido para uma membrana por Southern 
blotting e hibridizado com uma son da marcada ra- 


dioativamente especffica para o gene A, que amos- 
tra (llgado ou encefalo) deve exibir maior sinal na 
autorradiografia? Justifique sua resposta. 

19.29 Por que as mutagoes nulas no gene msl em Droso¬ 
phila nao afetam as femeas? 

19.30 Suponha que uma mulher tenha um cromossomo X 
com delegao do locus XIST. O outro cromossomo X 
tern um locus XZSTintacto. Que padrao de inativagao 
de X seria observado em todo o corpo da mulher? 

19.31 Em Drosophila, o fenotipo desigual do alelo white 
mottled e suprimido por uma mutagao autossomi- 
ca dominante que elimina a fungao do gene da 
proteina 1 da heterocromatina (HP1), um fator 
importante na formagao da heterocromatina. 
Moscas com o alelo white mottled e a mutagao su- 
pressora tern cor vermelha quase uniforme nos 
olhos; sem a mutagao supressora, os olhos sao mo- 
saicos de tecido vermelho e branco. Sugira uma 
explicagao para o efeito da mutagao supressora. 

19.32 A ovelha Dolly (Capftulo 2) foi o primeiro mamife- 
ro clonado. Dolly foi criada por implantagao do nu- 
cleo de uma celula retirada do ubere de uma ovelha 
em um ovocito enucleado. Esse nucleo tinha dois 
cromossomos X, e, por ser originado de uma celula 
diferenciada, um deles foi n e c cs sari am e n tc inativa- 
do. Na celula do ubere heterozigota para no mini- 
mo um gene ligado ao X cuja expressao voce pode¬ 
ria analisar, como se poderia determinar se todas 
as celulas de Dolly tinham o mesmo cromossomo 
X inativado? Se, na analise, as celulas de Dolly mos- 
trassem ser mosaicos da atividade do cromossomo 
X — isto e, atividade de diferentes cromossomos X 
em diferentes clones de celulas - o que teria acon- 
tecido durante o desenvolvimento embriologico? 


Genomica na Web em http;//www.ncbi.nlm.nih.g ov 


Os genes da p-globina humana estao localizados em um 

agrupamento no brago curto do cromossomo 11. 

1. Pesquise o gene homonimo do agrupamento, o gene 
da (i-globina de adulto, no banco de dados do genoma 
humano. Qual e o simbolo oficial desse gene? Quan- 
tos exons ele contem? 

2. Use a fungao Map Viewer para localizar o agrupamento 
do gene da p-globina no ideograma do cromossomo 11. 
Em que banda citologica ele esta localizado? Esta mais 
proximo do telomero do brago curto ou do centromero? 

3. Use o Sequence Viewer para examinar em detalhes o 
gene da p-globina do adulto. O gene transcrito esta 
proximo do centromero ou do telomero? Qual e o 
comprimento do transcrito do gene? Qual e o com- 
primento do mRNA maduro? Quantos aminoacidos o 
mRNA especifica? Quais sao os tres primeiros aminoa¬ 
cidos e por que codons sao especificados? 


4. Obtenha a sequencia de texto do gene da p-globina 
do adulto clicando no botao ATGC na pagina Sequen¬ 
ce Viewer. Localize o codon de iniciagao para metio- 
nina no primeiro exon. Como a sequencia mostrada 
na janela e a do filamento-molde do DNA, a leitura 
desse codon e 5'-CAT-3' da esquerda para a direita na 
tela. 

5. GATA1 e MyoD sao dois fatores de transcrigao que 
reconhecem sequencias curtas nos genomas de ma- 
miferos. A sequencia reconhecida por GATA1 e 
5'"TGATAG-3', e a sequencia reconhecida por MyoD e 
5'-CAAATG-3'. Copie a sequencia da porgao transcri- 
ta do gene da fl-globina do adulto em um arquivo de 
texto e procure cada uma dessas sequencias de reco- 
nhecimento. Onde estao localizadas? Qual desses dois 
fatores de transcrigao poderia participar da regulagao 
da expressao do gene da (3-globina do adulto? 
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Perspectiva genetica sobre o desenvolvimento 

Atividade genica materna no desenvolvimento 

Atividade genica zigotica no desenvolvimento 

Analise genetica do desenvolvimento 
em vertebrados 




Feto humano em fase avangada do desenvolvimento. 


Terapia com 
celulas-tronco 

As celulas-tronco sao assunto constan- 
te nos noticiarios. Os cientistas analisam 
seus possfveis usos, e pessoas de todos 
os tipos - politicos, lideres religiosos, jor- 
nalistas, vftimas de enfermidades como 
doenga de Parkinson, diabetes e artrite, 
e ate mesmo celebridades de Hollywood 
- comegam a participar dessa discussao. 

Embora sejam elas prdprias indefinidas, 
as celulas-tronco sao capazes de produzir 
descendentes que podem se diferenciar 
em tipos celulares especiais, como fibras 
musculares, linfdcitos, neuronios ou celu- 
las osseas. Portanto, poderiam ser usadas 
para regenerar tecidos deteriorados, subs- 
tituir orgaos ou partes do corpo perdidos 
ou ainda minorar deficits bioquimicos, Es- 
sas perspectivas ressaltam a importancia de compreender como 
diferentes tipos celulares adquirem suas funqoes especializadas e 
como, em um organismo multicelular, formam tecidos e orgaos 
de modo organizado. Em outras palavras, elas destacam a impor¬ 
tancia de compreender o processo de desenvolvimento - desde os 
ovocitos fertilizados, passando pelo embriao ate a vida adulta. A 
possibilidade da terapia com celulas-tronco tambem suscita im- 


portantes questoes eticas. E preciso que as celulas-tronco sejam 
obtidas por destruigao de embrioes? A vida embrionaria deve ser 
sacrificada para prolongar e melhorar a vida adulta? E aceitavel 
produzir embrioes apenas para obter ceLulas-tronco com fins tera- 
peuticos? No mundo todo, populagoes e seus governos discutem 
essas questoes, enquanto os cientistas continuam a explorar as 
propriedades das celulas-tronco e seus possfveis empregos. 
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Perspectiva genetica sobre o desenvolvimento 


A Drosophila foi um dos primeiros organismos-modelo 
para analise genetica do desenvolvimento de animais. 

O desenvolvimento de um animal multicelular a partir 
de um ovocito fertilizado demonstra o poder da expres- 
sao genica controlada. E indispensavel que os genes se- 
jam expressos meticulosamente ao longo do tempo para 
produzir a especializagao das celulas, a organizagao des- 
sas celulas em tecidos e orgaos e a forntagao do corpo 
do animal. Portanto, o processo de desenvolvimento do 
animal depende da execugao fiel de um programa ge¬ 
netico codificado no DNA do animal. Assim, nao deve 
ser surpresa a enorme contribuigao da genetica para a 
compreensao desse processo. 

Estudos classicos de anatomia e embriologia ga- 
rantiram observagoes detalhadas sobre os eventos de 
desenvolvimento ~ a divisao do ovo fertilizado para 
formal um embriao, o movimento de celulas no ent- 
briao para formar tecidos primitivos e a subsequente 
diferenciagao de celulas nesses tecidos para formar 
diferentes orgaos. Por motivos praticos, esses estudos 
classicos concentraram-se em alguns tipos de animais, 
sobretudo em ourigos-do-mar, ras e galinhas. Os ovos 
desses animais podem ser manipulados experimental- 
mente e seus embrioes desenvolvem-se fora do corpo 
materno. Portanto, os embriologistas poderiam obser- 
var o desenvolvimento de um embriao em resposta a 
um tratamento experimental. Quando os geneticistas 
comegaram a estudar o desenvolvimento, concentra¬ 
ram-se em animais de facil criagao, sobretudo Droso¬ 
phila e C. elegans. O objetivo era identificar genes cujos 
produtos participant de importantes processos do de¬ 
senvolvimento. O me to do tradicional para um geneti- 
cista alcangar esse objetivo e colecionar mutagoes. As¬ 
sim, por exemplo, se um geneticista quisesse estudar 
o desenvolvimento das asas de Drosophila , colecionaria 
mutagoes que alterassem ou impedissem a forntagao 
da asa. Ele testaria o alelismo entre essas mutagoes e 
determinaria sua posigao no ntapa cromossomico para 
definir e posicionar os loci geneticos importantes. Uma 
vez idendficados esses loci, o geneticista combinaria 
mutagoes representativas de cada locus em pares para 
verificar se algumas das mutagoes sao epistalicas em 
relagao as outras. Esse teste de epistasia pode ofere- 
cer informagoes titeis sobre a contribuigao de diferen- 
les genes para o processo de desenvolvimento {Capi- 
tulo 4). Por fim, para investigar a base molecular da 
agao genica e para esclarecer o papel de cada produto 
genico no desenvolvimento, o geneticista clonaria ge¬ 
nes individuals e os estudaria com todo o arsenal de 
tecnicas disponfveis - sequenciamento, blot de RNA e 
protema, RT-PCR, marcador fluorescente, produgao 
de transgenicos e assim por diante (Capitulos 14 e 16). 

Gragas a essa estrategia geral, os geneticistas aprende- 
ram muito sobre o desenvolvimento de Drosophila e C. 


elegans. Atualmente sabe-se muito sobre o mecanismo de 
especializagao celular, de forntagao de tecidos e orgaos 
e de delineamento da estrutura corporal. Esse conheci- 
mento tambem propiciou um arcabougo intelectual para 
guiar o estudo do desenvolvimento em outros animais, 
entre eles vertebrados, como o camundongo. Por sua vez, 
o estudo do camundongo ofereceu muitas informagoes 
sobre o processo de desenvolvimento em seres hum an os. 
Antes de explorar esses topicos, potent, e preciso exanti- 
nar algumas caracteristicas basicas do desenvolvimento 
de um dos principals modelos para estudo do controle 
genetico do desenvolvimento, a Drosophila. 

A Drosophila adulta desenvolve-se a partir de ovocitos 
elipsoides com cerca de 1 mm de comprimento em sett 
diametro maxinto (Figura 20.1 A). Cada ovocito e circuit- 
dado por um corio, uma estrutura resistente, semelhante 
a uma casca constituida de substancias sintetizadas por 
celulas somaticas do ovario. A extremidade anterior e dis- 
tinguida por dots filamentos cjue auxiliam a entrada de 
oxigenio no ovocito. O espermatozoide entra no ovocito 
atraves de outra estrutura anterior, o micropilo. As divisoes 
celulares que sucedem a fertilizagao sao rapidas - tao ra- 
pidas que nao ha tempo para formagao de membranas 
entre as celulas-filhas. Consequentemente, o embriao 
inicial de Drosophila e, na verdade, uma tinica celtila com 
muitos nucleos identicos; essa celula e denominada sin- 



os 512 nucleos criados migrant ate a membrana citoplas- 
matica na periferia do embriao, onde ainda se dividem 
mais quatro vezes. Aleut disso, alguns nucleos migrant 
ate o polo posterior do embriao. No 13 d ciclo de divisao, 
todos os nucleos no sincicio sao separados por ntembra- 
nas celulares, criando uma cantada tinica de celulas na 
superficie do embriao. Essa cantada tinica, denominada 
blastoderma celular, da origent a todos os tecidos somatic os 
do animal. A celularizagao dos nucleos no polo posterior 
cria as celulas polares, que dao origent a linhagem germi- 
ltativa do adulto. Assim, nesse estagio muito inicial do 
desenvolvimento, as linhagens somatica e germinativa do 
futuro adulto ja forant separadas. 

A Lransformagao do embriao de Drosophila em uma lar¬ 
va vermiforme leva cerca de um dia. Essa larva mastiga 
a casca do ovo e eclode, comegando entao a se alinten- 
tar com voracidade. Ela troca de pele duas vezes para se 
adaptar a aumentos de tamanho e depois, cerca de 5 dias 
apos a eclosao, torna-se intovel, e a pele endurece, for- 
mando uma pupa. Durante os 4 dias subsequentes, muitos 
dos tecidos da larva sao destruidos, e conjuntos pianos de 
celulas que forant sequestrados durante os estagios larva- 
res expandent-se e diferenciant-se em estruturas adultas 
como antenas, olltos, asas e pernas. Como o inseto adulto 
e denominado imago , esses conjuntos sao denominados 
discos imaginais. Quando essa reorganizagao anatomica e 
conclufda, emerge do casulo pupal um animal radical- 
mente diferente capaz de voar e se reproduzir! 
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Os nucieos zigoticos dividem-se com rapidez 
e produzem uma unica celula (sincicio) 
com muitos nucieos. 


Apos nove divisoes nucleares, os nucieos 
migram para a periferia do sincicio e formam 
0 blastoderma sincicial. Na periferia, os nucieos 
dividem-se mais quatro vezes. Alguns nucieos 
migram ate 0 citoplasma polar, onde formam 
as celulas polares, os progenitores da 
linhagem germinativa adulta. 


Membranas celulares formam-se ao redor dos 
nucieos e produzem 0 blastoderma celular, 
constituido de aproximadamente 4.000 celulas. 



■ FIGURA 20,1 Caracterfsticas basicas do desenvolvimento de Drosophila , A. Fotografia de ovocitos de Drosophila, com (em cima) e sem (em- 
baixo) o corio circundante. B. Desenvolvimento embrionario inicial em Drosophila. 


PONTOS ESSENCIAIS 


• Em Drosophila, a sequencia de desenvolvimento e ovocito, embrido, larva, pupa e adulto 

• O embrido inicial de Drosophila e um sincicio — muitos nucieos em uma celula 

• As estruturas da Drosophila adulta desenvolvem-se a partir de conjuntos de celulas 
denominados discos imaginais. 


Atividade genica materna no desenvolvimento 


Os materials transportados para 0 interior do ovocito du¬ 
rante 0 ovocitogenese tern papel importante no desen¬ 
volvimento embrionario. 

Eventos importances ocorrem no desenvolvimento ani¬ 
mal antes mesmo da fertilizagao do ovocito. Nesse peno- 
do, materials nutritivos e determinantes sao transporta¬ 


dos das celulas adjacentes para o ovocito, produzindo 
reservas de alimento e organizando o ovocito para seu 
desenvolvimento subsequente — o equivalence molecu¬ 
lar do amor materno. Esses materials sao gerados pela 
expressao de genes no sistema reprodutivo feminino, 
alguns expressos nos tecidos reprodutivos somaticos e 
outros apenas nos tecidos da linhagem germinativa. Em 
conjunto, esses genes ajudam a formar ovocitos que po- 
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dem dar origem a embrioes depois da fertilizagao. Em 
algumas especies, esses produtos genicos maternos esta- 
belecem o piano corporal basico do embriao, distinguin- 
do a cabega da cauda e o dorso do ventre. Portanto, esses 
materials de origem materna estabelecem urn sistema de 
coordenadas moleculares para guiar o desenvolvimento 
do embriao. Para ilustrarmos como a advidade genica 
materna influencia o desenvolvimento, concentremo-nos 
nos processos em Drosophila. 


GENES DE EFEITO MATERNO 

As mutagoes em genes que contribuem para a formagao 
de ovocitos saudaveis podem nao influenciar a viabilida- 
de item a aparencia da femea que produz esses ovocitos. 
Na verdade, sens efeitos podem so ser observados na pro- 
xima geragao. Essas mutacbes sao denominadas mutagoes 
de efeito materno porque o fenotipo mutante na prole e 
causado por um genotipo mutante na mae. 

Os genes idendficados por essas mutacbes sao deno- 
minados genes de efeito materno. O gene dorsal (dl) em Dro¬ 
sophila e um bom exemplo (Figura 20.2). O cruzamento 
entre moscas homozigotas para mutacbes recessivas nes- 
se gene produz prole inviavel. Esse efeito letal e estrita- 
mente materno. O cruzamento entre femeas mutantes 
homozigotas e machos de tipo selvagem homozigotos 
produz prole inviavel, mas o cruzamento reciproco (ma¬ 
chos mutantes homozigotos X femeas de tipo selvagem 
homozigotas) produz prole viavel. Portanto, o efeito letal 
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■ FIGURA 20.2 O efeito materno de uma mutagao no gene dorsal 
(dl) de Drosophila. O fenotipo mutante e um embriao que nao tern 
tecidos ventrais; ou seja, e dorsatizado. 


da mutagao dorsal so se manifesta se as femeas forem ho¬ 
mozigotas para ela. O genotipo do macho e irrelevante. 

A caraclerizagao molecular do gene dorsal revelou a 
base desse efeito materno. O gene dorsal codifica um 
fator de transcrigao produzido durante a ovocitogene- 
se e armazenado no ovocito. No inicio do desenvolvi¬ 
mento, esse fator de transcrigao tern papel importante 
na diferenciagao das partes dorsal e ventral do embriao. 
Quando esta ausente, ha diferenciagao errada das par¬ 
tes ventrais como se estivessem na face dorsal, criando 
um embriao com duas superficies dorsais. Essa condigao 
letal nao pode ser evitada por um alelo dorsal selvagem 
herdado do pai porque ele nao e transcrito no embriao. 
A expressao do gene dorsal e, na verdade, limitada a li- 
nhagem germinativa da femea. Portanto, as mutagoes do 
gene dorsal sao letais de efeito materno estrito. Conhega 
um caso em que o efeito materno de uma mutagao pode 
ser mitigado por outros fatores em Resolva! Uma muta¬ 
gao de efeito materno no gene cinnamon. 


DETERMINACAO DOS EIXOS 
DORSOVENTRAL E ANTEROPOSTERIOR 

Animals com simetria bilateral tern dois eixos corporais 
primarios, um que separa costas e abdome (dorsal e ven¬ 
tral) e outro que separa cabega e cauda (anterior e poste¬ 
rior) . Esses dois eixos sao estabelecidos bem no inicio do 
desenvolvimento, em algumas especies ale mesmo antes 
da fertilizagao. Em Drosophila , os processos de formagao 
do eixo foram analisados geneticamente por colegao de 
mutagoes que afetam o desenvolvimento embrionario 
inicial. 

Nas decadas de 1970 e 1980, pesquisas generalizadas 
dessas mutagoes foram feitas por Christiane Nusslein- 
Volhard, Eric Weischaus, Trudi Scliiipbach, Gerd Jurgens 
e outros. Esses pesquisadores usaram mutagenos qui- 
micos para induzir mutagoes em cada cromossomo de 


Resolva! 


Uma mutagao de efeito materno 
no gene cinnamon 

O gene cinnamon ( cin ) esta localizado na extremidade esquer- 
da do cromossomo X em Drosophila. Animais homozigotos ou 
hemizigotos para uma mutagao nesse gene so sao anormais se 
a mae for homozigota para a mutagao. Na melhor das hipote- 
ses, a anormalidade nesses animais mutantes de maes mutan¬ 
tes e a cor dos olhos castanho-avermeihada - isto e, eles tern 
olhos cor de caneia; na maioria das vezes, porem, eles morrem 
durante a embriogenese. Uma femea cin/cin homozigota foi 
cruzada com um macho cin* de tipo selvagem. Quase toda a 
prole era constitufda de femeas com olhos de cor normal. Os 
poucos machos nascidos tinham olhos cor de caneia. Proponha 
uma explicagao para esses resultados. 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 
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Drosophila. Muitas mutagoes foram identificadas, entre 
elas mutagoes letais de efeito materno em genes como o 
dorsal Analises moleculares e geneticas dessas mutagoes 
ofereceram muitas informagoes sobre os processos no 
desenvolvimento initial de Drosophila. 

Formagao do eixo dorsoventral 

A diferenciagao de um embriao de Drosophila ao longo do 
eixo dorsoventral depende da agao do fator de transcri¬ 
gao codificado pelo gene dorsal (Figure 20.3). Essa protef- 
na e sintetizada pela mae e armazenada no citoplasma 
do ovocito. Por ocasiao da formagao do blastoderma, a 
proteina dorsal entra nos nucleos na face ventral do em¬ 
briao, induzindo a transcrigao de dois genes denomina- 
dos twist e snail (cujos extravagantes nomes [que signifi- 
cam torgao e caracol] retratam seus fenotipos mutantes). 
Nesses mesmos nucleos, ela reprime os genes zerknullt 
(palavra alema que significa “amarrotado”) e decapenta- 
plegic (formado pelas palavras gregas que significam “15” 
e “golpe”). A indugao e repressao seletivas desses genes 
causam a diferenciagao das celulas ventrais em uma ca- 
mada embrionaria primitiva de tecido denominada me- 
soderma. No lado oposto do embriao, onde a proteina 
dorsal e exclufda dos nucleos, os genes twist e snail nao 
sao induzidos e zerknullt e decapentaplegic nao sao repri- 
midos. Por conseguinte, essas celulas diferenciam-se em 
outro tecido primitivo, a epiderme embrionaria. Portan- 
to, a entrada do fator de transcrigao dorsal nos nucleos 
ventrais e sua exclusao dos nucleos dorsais inicia a dife¬ 
renciagao ao longo do eixo dorsoventral. 

Mas o que desencadeia o deslocamento da proteina 
dorsal para os nucleos de apenas um lado do embriao? 
A resposta e uma interagao entre duas protemas na su- 
perficie ventral do embriao em desenvolvimento (Figu¬ 
re 20.4) . Uma proteina, o produto do gene Toll (do ale- 
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'& As celulas ventrais diferenciam-se em mesoderma. 


■ FIGURA 20.3 Determinagao do eixo dorsoventral em Drosophila 
pela proteina dorsal. Essa proteina e um fator de transcrigao que so 
atua nos nucleos na face ventral do embriao. Os genes twist, snail, 
zerknullt e decapentaplegic sao regulados por proteina dorsal. 


mao, “tufo”), e distribuida uniformemente na superficie 
do embriao; essa proteina esta inserida na membrana 
plasmatica que envolve o embriao. A outra proteina, o 
produto do gene spatzle (do alemao, “pequenos peda- 
gos”), e encontrada no espago perivitelino, uma cavidade 
cheia de liquido entre a membrana plasmatica e a mem- 



Membrana vitelina 
Espaco perivitelino 
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Q A proteina receptora Toll e distribuida de 
maneira uniforme na superflcie da 
membrana plasmatica do embriao. A 
proteina spatzle e distribuida em todo o 
espaco perivitelino. 

jQf h protease easter diva a proteina spatzle 
e produz um poiipeptfdio spatzle ativo. 


lyT 0 poiipeptfdio spatzle interage com a 
proteina receptora Toll. 


-or 0 complexo poiipeptfdio Toll/spatzle 

desencadeia a entrada da proteina dorsal 
(laranja) nos nucleos na face ventral 
do embriao (roxo-escuro). 


■ FICURA 20,4 Diferenciagao do eixo dorsoventral em embriao de Drosophila. O corte transversal mostra a interagao entre a proteina receptora 
Toll ligada a membrana e um poiipeptfdio da proteina spatzle que induz a diferenciagao ao longo do eixo dorsoventral. A formagao do polipep- 
tldio spatzle de interagao ocorre no espago entre a membrana plasmatica e a membrana vitelina na face ventral do embriao. 
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brana vitelina externa. Gragas a agao de uma protease 
codificada por um gene denominado easier (porque foi 
descoberto no domingo de Pascoa), a protema spatzle 
e clivada e produz um polipeptidio que interage com a 
protema Toll. Entretanto, por causa de um padrao cria- 
do pelas celulas que circundavam o ovocito dentro do 
ovario, a clivagem da protema spatzle so ocorre no es- 
pago perivitelino na face ventral do embriao. Quando a 
protema Toll interage com o polipeptidio spatzle gerado 
ventralmente, inicia uma cascata de eventos no embriao 
que, por fim, envia a protema dorsal para os nucleos 
embrionarios. Nestes, a protema dorsal atua como fator 
de transcrigao para regular a expressao dos genes twist, 


snail, decapentaplegic e zerknulU. Assim, a protema Toll liga- 
da a membrana atua como receptor para o polipeptidio 
spatzle determinante, e a interagao f'isica entre essas duas 
moleculas atua como sinal que desencadeia um progra- 
ma genetico para a diferenciagao do embriao ao longo 
de seu eixo dorsoventral. 

Form agao do eixo anteroposterior 

O eixo anteroposterior em Drosophila e criado pela sin- 
tese regional de fatores de transcrigao codificados pelos 
genes hunchback e caudal (Figure 20.5). Esses dois genes 
sao transcritos nas celulas nutridoras ( nurse cells ) da li- 
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O’ A proteina bicoid impede a traducao do RNA caudal 
na parte anterior do embriao; a proteina nanos 
impede a traducao do RNA hunchback na parte 
posterior do embriao. 


No blastoderma celular 




& 0 RNA hunchback e traduzido em proteina na parte 
anterior do embriao; o RNA caudal e traduzido 
em proteina na parte posterior do embriao. 




& A proteina hunchback (e bicoid) atua como fator de 
transcrigao para regular os genes para diferenciacao 
da regiao anterior do embriao; a proteina caudal 
atua como fator de transcrigao para regular os 
genes para diferenciacao da regiao posterior 
do embriao. 


No embriao 




■ FSGURA 20.5 Determinagao do eixo anteroposterior em Drosophila por RNA de origem materna. Esses RNA provem dos genes hunchback, 
caudal, bicoid e nanos. Em cada ovocito ou embriao, a parte anterior esta a esquerda e a parte posterior, a direita. 
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nhagem germinativa materna. Essas celulas especiais dao 
suporte ao crescimento e desenvolvimento do ovocito. 
Os transcritos maternos dos genes hunchback e caudal sao 
levados das celulas nutridoras para o ovocito, onde sao 
distribuidos de maneira uniforme no citoplasma. Entre- 
tanto, os dois tipos de transcritos sao traduzidos em dife- 
rentes partes do embriao. O RNA hunchback so e tradu- 
zido na parte anterior, e o RNA caudal so e traduzido na 
parte posterior. Essa diferenga de tradugao produz gra- 
dientes de concentragao das proteinas codificadas por 
esses dois genes; a proteina hunchback e concentrada na 
parte anterior do embriao, e a proteina caudal e concen¬ 
trada na parte posterior. Essas duas proteinas ativam ou 
reprimem a transcrigao dos genes cujos produtos partici- 
pam da diferenciagao do embriao ao longo de seu eixo 
anteroposterior. 

O que limita a tradugao do RNA hunchback a parte 
anterior do embriao e do RNA caudal a parte posterior? 
Ha participagao de dois RNA de origem materna, um 
transcrito do gene bicoid e o outro, do gene nanos. Esses 
dois RNA sao sintetizados nas celulas nutridoras da linha- 
gem germinativa materna e transportados para o ovocito. 
O RNA bicoid e an corad o na extremidade anterior do 
ovocito em desenvolvimento e o RNA nanos, na extremi¬ 
dade posterior. Apos a fertilizagao, cada tipo de RNA e 
traduzido localmente, e os produtos proteicos resultan- 
tes difun dem-se atraves do embriao para formar gradien- 
tes de concentragao; a proteina bicoid e concentrada na 
extremidade anterior e a proteina nanos e concentrada 
na extremidade posterior. 

A proteina bicoid tern duas fungoes. Primeiro, atua 
como fator de transcrigao para estimular a sintese de 
RNA a partir de varios genes, inclusive o hunchback. Es¬ 
ses RNA sao traduzidos era proteinas que controlam a 
formagao das estruturas anteriores do embriao. Segun- 


do, a proteina bicoid impede a tradugao de RNA caudal 
por ligagao a sequencias na regiao 3' nao traduzida desse 
RNA. Assim, nos locais em que a proteina bicoid e abun- 
dante (i. e., na parte anterior do embriao), o RNA caudal 
nao e traduzido em proteina. Por outro lado, nos locais 
em que a proteina bicoid e escassa ( i. e., na parte poste¬ 
rior do embriao), o RNA caudal e traduzido em proteina. 
Portanto, a regulagao da tradugao do RNA caudal pela 
proteina bicoid e responsavel pelo gradiente de protei¬ 
na caudal que se forma no embriao. Como a proteina 
caudal e um ativador especifico de genes que controlam 
a diferenciagao posterior, a parte do embriao que tern a 
maxima concentragao de proteina caudal da origem as 
estruturas posteriores. 

Ao contrario da proteina bicoid, a proteina nanos nao 
atua como fator de transcrigao. Entretanto, assim como 
a proteina bicoid, atua como regulador da tradugao. A 
proteina nanos e concentrada na parte posterior do em¬ 
briao e nela se liga a regiao 3' nao traduzida do RNA 
hunchback e provoca sua degradagao. Consequentemente, 
a proteina hunchback nao e sintetizada na parte posterior 
do embriao. Em vez disso, sua sintese e restrita a parte ante¬ 
rior do embriao, onde atua como fator de transcrigao e re- 
gula a expressao de genes que participam da diferenciagao 
anteroposterior. Onde quer que a proteina hunchback seja 
sintetizada, o embriao desenvolve estruturas anteriores. 

As proteinas bicoid e nanos sao exemplos de morfo- 
genos — subs tan cias que controlam os processos de de¬ 
senvolvimento de acordo com sua concentragao. Os 
gradientes de concentragao desses dois moriogenos sao 
inversos; nos locais em que a proteina bicoid e abundan- 
te, a proteina nanos e escassa, e vice-versa. Assim, o eixo 
anteroposterior em Drosophila e definido por altas con- 
centragoes desses moriogenos nas extremidades opostas 
do embriao inicial. 


PONTOS ESSENCIAIS • As proteinas e ENA codijicados por genes de efeito materno como dorsal, hunchback, bicoid 

e nanos sdo transportados para os ovocitos de Drosophila durante a ovocitogenese 

* Os produtos genicos de efeito materno participam da determmagdo dos eixos dorsoventral e 
anteroposterior em embrioes de Drosophila 

• Mutagoes recessions em genes de efeito materno sdo expressas apenas em embrioes produzidos 
porfemeas homozigotas para essas mutagoes. 


Atividade genica zigotica no desenvolvimento 


A diferenciagao de tipos celulares e a formagao de orgaos 
dependem da ativagao dos genes em determinados pa- 
droes espaciais e temporais. 

Os primeiros processos no desenvolvimento animal sao 
controlados por fatores sintetizados pela mae. No entan- 
to, em algum momento ha ativagao seletiva dos genes do 
embriao e produgao de novas substancias. Esse processo 
e denominado expressao genica zigotica porque ocorre de- 


pois da fertilizagao do ovocito. A onda inicial de expres¬ 
sao genica zigotica e uma resposta a fatores sintetizados 
pela mae. Em Drosophila, por exemplo, o fator de trans¬ 
crigao dorsal de origem materna ativa os genes zigoticos 
twist e snail A medida que prossegue o desenvolvimento, 
a ativagao de outros genes zigoticos desencadeia casca- 
tas complexas de expressao genica. Agora examinemos 
como esses genes zigoticos levam adiante o processo de 
desenvolvimento. Mais uma vez, concentremo-nos nos 
processos em Drosophila. 
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SECMENTACAO DO CORPO 

O corpo de muitos invertebrados e constituido de uma 
serie de unidades adjacentes denominadas segment os. A 
Drosophila adulta, por exemplo, tem cabega, tres segmen¬ 
ted toracicos e oito segmentos abdominals. No torax e no 
abdome, cada segmento pode ser identificado segundo a 
coloragao, o padrao de cerdas e os tip os de anexos fixa- 
dos a ele. Esses segmentos tambem podem ser identifica- 
dos no embriao e na larva (Figura 20.6). Em vertebrados, 
nao ha urn padrao segmentar tao evidente no adulto, 
mas e possfvel reconhece-lo no embriao pelo modo de 
crescimento das fibras nervosas do sistema nervoso cen¬ 
tral, pela formagao dos arcos branquiais na cabega e pela 
organizagao de massas musculares ao longo do eixo an¬ 
teroposterior. Em uma fase mais avangada do desenvol¬ 
vimento, essas caracteristicas se modificam e o padrao 
segmentar original torna-se impreciso. Todavia, tanto em 
vertebrados quanto em muitos invertebrados, a segmen¬ 
tagao e um aspecto essencial do piano geral do corpo. 

Genes homeoticos 

O interesse no controle genetico da segmentagao ini- 
ciou-se com a descoberta de mutagoes que transformam 
um segmento em outro. A primeira mutagao desse tipo 
foi constatada em Drosophila em 1915, por Calvin Bridges. 


Blastoderma 




Larva 




Adulto 



C 


■ FIGURA 20.6 Segmentagao em Drosophila nos estagios de (A) blas¬ 
toderma, (B) larva e (C) adulto do desenvolvimento. Embora os seg¬ 
mentos nao sejam visfveis no blastoderma, as celulas ja estao com- 
prometidas com a formagao dos segmentos: H, segmento da cabega; 
T, segmento toracico; A, segmento abdominal. 


Ele a denominou bithorax (bx) porque aletava dois seg¬ 
mentos toracicos. Nesse mutante, o terceiro segmento to¬ 
racico foi transformado, embora fracamente, no segun¬ 
do, criando uma mosca que tinha um pequeno par de 
asas rudimentares no lugar das pequenas estruturas de 
equillbrio denominadas halteres (Figura 20.7). Mais tar- 
de, outras mutagoes transformadoras de segmento f’oram 
encontradas em Drosophila - por exemplo, Antennapedia 
(Antp ), mutante que transforma parcialmente as antenas 
na cabega em pernas, que normalmente crescem a par- 
tir do torax. Essas mutagoes passaram a ser denominadas 
mutagoes homeoticas porque fazem com que uma parte do 
corpo se parega com outra. A palavra “homeotico” e de- 
rivada do termo homeose, cunhado por William Bateson 
para se referir aos casos em que “algo foi modificado e 
se tornou semelhante a outra coisa”. Assim como muitas 
outras palavras criadas por Bateson, esse termo tornou-se 
corrente no vocabulario da genetica moderna. 

Os fenotipos bithorax e Antennapedia sao conse- 
quencia de mutagoes em genes homeoticos. Varios desses 
genes ja foram identificados em Drosophila, nas quais for- 
mam dois grandes agrupamentos em um dos autossomos 
(Figura 20.8). O complexo bithorax, geralmente designado 
BX-C, e constituido de tres genes, Ultrabithorax (Ubx), 
abdominal-A (abd-A) e Abdominal-B (Abd-B); o complexo 
Antennapedia , designado ANT-C, e constituido de cinco 
genes, labial (lab), proboscipedia (pb). Deformed (Dfd), Sex 
combs reduced ( Scr ) e Antennapedia (Antp). A analise mole¬ 
cular desses genes mostrou que todos codificam fatores 
de transcrigao helice-volta-helice com uma regiao conser- 
vada de 60 aminoacidos. Essa regiao, denominada homeo- 
domlnio, participa da ligagao do DNA. 

O BX-C foi o primeiro dos dois complexos genicos 
homeoticos a ser analisado geneticamente. A analise des¬ 
se complexo comegou no fim da decada de 1940 com 
o trabalho de Edward Lewis. Estudando mutagoes em 
BX-C, Lewis mostrou que a fungao do tipo selvagem de 
cada parte do complexo e restrita a uma regiao espeeffi- 
ca no animal em desenvolvimento. Mais tarde, analises 
moleculares reforgaram e aperfeigoaram essa conclusao. 
O estudo do ANT-C comegou na decada de 1970, princi- 
palmente gragas ao trabalho de Thomas Kaufman, Mat- 



■ FIGURA 20.7 O fenotipo de uma mutagao bithorax em Drosophila. 
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ANT-C 

lab p b Dfd Scr Antp 

■ FIGURA 20.8 Genes homeoticos no complexo bithorax (BX-C) e no 
complexo Antennapedia (ANT-C) de Drosophila. As regioes do corpo 
em que cada gene e expresso sao indicadas. 


thew Scott e seus colaboradores. Com o auxflio de uma 
combinagao de analises geneticas e moleculares, esses 
pesquisadores mostraram que a expressao dos genes do 
ANT-C tambem apresenta especificidade regional. Entre¬ 
tanto, os genes do ANT-C sao expressos mais anterior- 
mente que os genes do BX-C. Curiosamente, o padrao 
de expressao dos genes do ANT-C e do BX-C ao longo do 
eixo anteroposterior corresponde exatamente a ordem 
dos genes ao longo do cromossomo (Figura 20.8); a ra- 
zao disso ainda nao esta clara. Ao que parece, a via de 
desenvolvimento seguida por cada celula depende ape- 
nas do conjunto de genes homeoticos expressos dentro 
dela. Como os genes homeoticos tern esse papel essencial 
na selegao das identidades segmentares de celulas indi¬ 
vidual, com frequencia sao denominados genes seletores. 

As protemas codificadas pelos genes homeoticos sao 
fatores de transcrigao de homeodominio. Essas protemas 
ligam-se a sequencias reguladoras no DNA, inclusive a 
algumas nos proprios complexos bithorax e Antennape¬ 
dia. Por exemplo, as protemas UBX e ANTP ligam-se a 
uma sequencia no promotor do gene Ubx — uma suges- 
tao de que os genes homeoticos podem se autorregular 
e regular um ao outro. Outros alvos genicos dos fatores 
de transcrigao de homeodominio foram identificados, 
entre eles alguns que codificam outros tipos de fatores 
de transcrigao. Portanto, os genes homeoticos parecem 
controlar uma cascata reguladora de genes-alvo que, por 
sua vez, determinam as identidades segmentares de celu¬ 
las individuals. Entretanto, os genes homeoticos nao es- 
tao no topo dessa cascata reguladora. Suas atividades sao 
controladas por outro grupo de genes expressos em uma 
fase anterior do desenvolvimento. 


Genes de segmentagao 

A maioria dos genes homeoticos e identilicada por muta¬ 
goes que alteram o fenotipo da mosca adulta. Entretanto, 
essas mesmas mutagoes tambem tern el’eitos fenotfpicos 
nos estagios embrionario e larvar. Esse achado sugeriu 
que outros genes participantes da segmentagao pode- 
riam ser descobertos pelo rastreamento de mutagoes 
causadoras de anomalias embrionarias e larvares. Nas 
decadas de 1970 e 1980, Christiane Nusslein-Volhard e 
Eric Wieschaus fizeram esses rastreamentos. Eles encon- 
traram todo um novo conjunto de genes necessarios para 
segmentagao ao longo do eixo anteroposterior. Nuss¬ 
lein-Volhard e Wieschaus classificaram esses genes de seg¬ 
mentagao em tres grupos com base em fenotipos mutantes 
embrionarios. 

1. Genes gap. Esses genes definem regioes segmentares no 
embriao. Mutagoes nos genes gap determinam a au- 
sencia de todo um conjunto de segmentos corporals 
contiguos; isto e, criam uma lacuna anatomica ao lon¬ 
go do eixo anteroposterior. Quatro genes gap foram 
bem caracterizados: Kriippel (do alemao, “mutilado”), 
giant, hunchback e knirps (do alemao, “anao”). Cada 
um deles e expresso em regioes caracteristicas no em¬ 
briao inicial sob o controle dos genes de efeito mater- 
no bicoid e nanos. Os genes gap codificam fatores de 
transcrigao. 

2. Genes pair-rule (genes de paridade segmentar). Esses genes de¬ 
finem um padrao de segmentos no embriao. Os genes 
pair-rule sao regulados pelos genes gap e expressos em 
sete bandas, ou listras, alternadas ao longo do eixo an¬ 
teroposterior, dividindo o embriao em 14 zonas distin- 
tas ou parassegmentos (Figura 20.9). Algumas mutagoes 
em genes pair-rule produzem embrioes com apenas 
metade dos parassegmentos observados no tipo sel- 
vagem. No mutante ha ausencia de parassegmentos 
alternados, embora os parassegmentos ausentes nao 
sejam os mesmos em diferentes mutantes pair-rule. Os 
exemplos de genes pair-rule sao fushi tarazu (que signi- 
fica “falta algo” em japones) e even-skipped. Em mutan- 



0,1 mm 


■ FIGURA 20,9 O padrao de sete listras de expressao de RNA do gene 
pair-rule fushi tarazu (ftz) em um blastoderm a do embriao de Droso¬ 
phila. O RNA foi detectado por hibridizagao in situ com uma sonda 
especffica para ftz. A parte anterior esta a esquerda; a parte dorsal, no 
topo. Outros genes de paridade segmentar mostram outro padrao de 
sete listras. 



Ubx abd-A Abd-B 
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tes fushi tarazu, faltam os parassegmentos l'mpares; em 
mutantes even-skipped, faltam os parassegmentos pares. 
Os genes pair-rule tambem codificam fatores de trans- 
crigao. 

3. Genes de polaridade segmentar Esses genes definem os 
compartimentos anterior e posterior de segmentos 
individuais ao longo do eixo anteroposterior. Muta- 
goes nos genes de polaridade segmentar causam a 
substituigao de parte de cada segmento por uma co- 
pia espelhada de um hemissegmento adjacente. Por 
exemplo, mutagoes nos genes de polaridade segmen¬ 
tar gooseberry causam a substituigao da metade poste¬ 
rior de cada segmento por uma copia espelhada do 
iiemissegmento anterior adjacente. Muitos genes de 
polaridade segmentar sao expressos em 14 bandas es- 
treitas ao longo do eixo anteroposterior. Assim, eles 
aperfeigoam o padrao segmentar criado pelos genes 
pair-rule. Dois dos genes de polaridade segmentar 
mais bem estudados sao engrailed e wingless; engrailed 
codifica um fator de transcrigao, e wingless codifica 
uma molecula sinalizadora. 

Esses tres grupos de genes formam uma hierarquia re- 

guladora (Figura 20.10). Os genes gap, que sao ativados 


regionalmente pelos genes de efeito materno, regulam 
a expressao dos genes pair-rule que, por sua vez, regulam 
a expressao dos genes de polaridade segmentar. Conco- 
mitante a esse processo, os genes homeoticos sao ativa¬ 
dos sob o controle dos genes gap e pair-rule para conferir 
identidades exclusivas aos segmentos que se formam ao 
longo do eixo anteroposterior. As interagoes dos produ- 
tos de todos esses genes aperfeigoam e estabilizam os li- 
mites do segmento. Desse modo, o embriao de Drosophila 
e progressivamente subdividido em unidades de desen¬ 
volvimento cada vez menores. 

-ORMACAO DE 6RGAOS 

Quando muitos tipos diferentes de celulas sao organi- 
zadas com um proposito especifico, formam um orgao. 
Coragao, estomago, rim, llgado e olho sao exemplos de 
orgaos. Uma das caracterfsticas notaveis de um orgao e 
que se forma em uma parte especifica do corpo. O de¬ 
senvolvimento de um coragao na cabega ou de um olho 
no torax de uma mosca, por exemplo, seria totalmente 
anormal, e nos ficariamos nos perguntando o que saiu 
errado. E claro que a formagao anatomicamente correta 
dos orgaos esta sob controle genetico rigoroso. 
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A polaridade anteroposterior inicial do 
embriao e estabelecida pelos produtos de 
genes de efeito materno como 
bicoid e nanos. 
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fgi A expressao dos genes gap subdivide o 
Genes gap embriao em zonas largas. 


Genes 

pair-rule 


Q Os genes pair-rule como fush; tarazu 
(mostrado aqui) sao expressos em sete 
bandas, que ainda subdividem o embriao 
ao longo do eixo anteroposterior. 







Genes de 

polaridade 

segmentar 


Os genes de polaridade segmentar como 
engra//ed (mostrado aqui) sao expressos 
em 14 bandas estreitas ao longo do eixo 
anteroposterior. 


Y 


~10 h 


Genes 

homeoticos 



Q Os genes homeoticos como Uitrabithorax 
(mostrado aqui em laranja) sao expressos 
em regioes especificas ao longo do eixo 
anteroposterior. Esses genes, junto com os 
genes pair-rule e de polaridade segmentar, 
determinam as identidades de segmentos 
individuais no embriao em desenvolvimento. 


» FIGURA 20 10 Cascata de expressao genica para causar segmentagao em embrioes de Drosophila. 
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■ FIGURA 20. 11 O fenotipo de um mutante eyeless em Drosophila. 

Os geneticistas obtiveram informacoes sobre a natu¬ 
re za desse controle a parlir do estudo de outro gene em 
Drosophila. Esse gene e denominado eyeless por causa do 
fenotipo de moscas mutantes para ele (Figura 20.11). O 
gene eyeless de tipo selvagem codifica um fator de trans- 
cricao de homeodommio cuja acao ativa uma via de de¬ 
senvolvimento com a participa^ao de varios milhares de 
genes. A princfpio, sao ativados varios genes reguladores 
subordinados. Entao, sens produtos desencadeiam uma 
cascata de processos que criam tipos celulares especificos 
no ollio em desenvolvimento. 

O papel do gene eyeless foi demonstrado pela sua ex- 
pressao em tecidos que normalmente nao formam olhos 
(Figura 20.12). Walter Gehring e colegas fizeram isso pela 
criaqao de moscas transgenicas nas quais o gene eyeless 
foi fundido a um promotor que poderia ser ativado em 
tecidos especificos. A ativaqao desse promotor causou a 
transcriqao do gene eyeless fora de sen dominio normal de 



Olho extra 


■ FIGURA 20.12 Olho extra produzido pela expressao do gene eyeless 
de tipo selvagem de Drosophila na antena de uma mosca. 


expressao. Por sua vez, isso levou a formaqao de olhos em 
localizagoes anormais, como asas, pernas e antenas. Esses 
olhos adicionais (ou ectopicos) eram anatomicamente 
bem desenvolvidos e funcionais; na verdade, seus fotor- 
receptores respondiam a luz. 

Um achado ainda mais notavel e que um homologo 
do gene eyeless em mamiferos, denominado Pax6, tam¬ 
bem produz esses olhos adicionais quando e inserido 
em cromossomos de Drosophila. Gehring e colaboradores 
usaram o liomologo de eyeless do camundongo para trans- 
formar Drosophila e obtiveram o mesmo resultado que o 
obtido com o proprio gene eyeless. Isso mostrou que o 
gene do camundongo, que tarn bem codifica uma protei- 
na do homeodommio, e funcionalmente equivalente ao 
gene de Drosophila ; isto e, regula a via de desenvolvimen¬ 
to do olho. No entanto, quando o gene de camundongo 
e inserido em Drosophila, produz olhos de Drosophila , nao 
olhos de camundongo. Os olhos de Drosophila surgem 
porque os genes que respondent ao comando regulador 
do gene de camundongo inserido sao genes normais de 
Drosophila que, obviamente, especificam a form at; ao de 
um olho de Drosophila. Em camundongos, as mutaqoes no 
homologo do gene eyeless reduzem o tamanho dos olhos; 
por esse motivo, o fenotipo mutante e denominado Small 
eye. Um homologo de eyeless e Small eye tambem foi encon- 
trado em seres humanos. As mutaqoes nesse gene causam 
aniridia, uma sfndrome de defeitos oculares na qual ha 
diminuiqao ou ausencia da iris. 

A descoberta de genes homologos que controlam o 
desenvolvimento ocular em diferentes organismos tern 
grandes implicaqoes evolutivas. Sugere que a funcao des¬ 
ses genes e muito antiga, datando do ancestral comum 

o o 7 

de moscas e mamiferos. Talvez os olhos desse organismo 
ancestral nao fossem mais que um simples aglomerado 
de celulas fotossensiveis organizadas graqas aos efeitos 
reguladores de um gene eyeless primitive. Durante a evo- 
luqao, esse gene continuou a regular o processo cada vez 
mais complexo de desenvolvimento ocular, de maneira 
que hoje olhos lao diferentes quanto os de insetos e de 
mamiferos ainda sao formados sob sen controle. O texto 
Resolva! Cegueira da caverna desafia voce a pensar sobre 



Cegueira da caverna 


O gene eyeless de Drosophila e o gene Pax6 de camundongo sao 
os reguladores mestres do desenvolvimento ocular. A analise 
da sequencia demonstrou que esses dois genes sao homologos 
- isto e, eles sao derivados de um gene que estava presente 
no ancestral comum de moscas e mamfferos. Outros animais 
com olhos tambem parecem ter um derivado desse gene. Al- 
guns animais que vivem em cavernas, como o peixe cego da 
caverna, perderam a capacidade de formar olhos. Que hipotese 
voce proporia para explicar a ausencia de olhos nesses animais? 
Como voce poderia testar essa hipotese? 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 
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a situagao genetica em organismos com perda perma- 
nente da capacidade de fbrmar olhos. 

ESPECIFICACAO DE TIPOS CELULARES 

As celulas dos orgaos diferenciam-se de maneiras especf- 
ficas. Por exemplo, algumas celulas tornam-se neuronios, 
enquanto outras se tornam celulas de suporte neuronal. 
Os mecanismos que regulam essa diferenciagao foram 
analisados pelo estudo de situagoes muito simples com 
a participagao de alguns tipos celulares. Uma dessas si¬ 
tuagoes ocorre no desenvolvimento do olho de Drosophila 
(Figura 20.13). 

Cada um dos grandes olhos compostos de Drosophila 
origina-se como laminas planas de celulas em um dis¬ 
co imaginal. A principio, todas as celulas nessa lamina 
epitelial tern aparencia igual, mas, na fase avangada 
do estagio larvar, forma-se um sulco perto da margem 
posterior do disco. A medida que esse sulco se deslo- 
ca em sentido anterior atraves do disco, desencadeia 
uma onda de divisoes celulares na sua esteira. As celu¬ 
las recem-divididas diferenciam-se em tipos celulares 
especificos e formam as 800 facetas individuals do olho 
do adulto. Cada faceta e constituida de 20 celulas. Oito 
sao neuronios fotorreceptores destinados a absorver 
luz; quatro sao cones que se ere tarn uma lente para 
focalizar a luz nos fotorreceptores; seis sao celulas da 
bainha que proporcionam isolamento e sustentagao; e 
as duas celulas remanescentes formam pelos sensoriais 
na superficie do olho. Portanto, uma serie altamente 
padronizada de facetas intricadamente diferenciadas 
desenvolve-se a partir do que era uma lamina plana 
de celulas identicas. O que e o responsavel por essa 
transformagao? 


Gerald Rubin e colaboradores tentaram responder a 
essa pergunta colecionando mutagoes que perturbam o 
desenvolvimento ocular. A pesquisa suscitou o conceito 
de que a especificagao de tipos celulares em cada face¬ 
ta depende de uma serie de interagoes celula a celula. 
Isso e ilustrado na diferenciagao das oito celulas fotor- 
receptoras, designadas Rl, R2,... R8 (Figura 20.14). Em 
uma faceta totalmente formada, seis fotorreceptores 
(R1-R6) sao organizados em um circulo ao redor dos 
outros dois (R7, R8). Uma das celulas centrais, R8, e a 
primeira a se diferenciar na faceta em desenvolvimento. 
Seu surgimento e seguido pela diferenciagao das celulas 
perifericas R2 e R5, depois por R3 e R4, e Rl e R6; por 
fim, a segunda celula central, R7, diferencia-se em um 
fotorreceptor. 

Esse ultimo processo foi estudado em muitos detalhes. 
Rubin e colegas mostraram que a diferenciagao da celu- 
la R7 depende da recepgao de um sinal da celula R8 ja 
diferenciada. Para receber esse sinal, a celula R7 tern de 
sintetizar um receptor especffico, uma protema ligada a 
membrana codificada por um gene denominado sevenless 
(sev). As mutagoes nesse gene abolem a fungao do recep¬ 
tor e impedem a diferenciagao da celula R7 em neuro- 
nio; em vez disso, diferencia-se em cone. O sinal para o 
receptor R7 e produzido por um gene denominado bride 
of sevenless (boss) expresso especificamente na superllcie 
da celula R8. O contato entre a celula R8 diferenciada e 
a celula R7 indiferenciada possibilita a interagao do sinal 
R8, ou ligante, como e tecnicamente conhecido, com o 
receptor R7 para ativa-lo. Essa ativagao induz uma cas- 
cata de mudangas na celula R7 que, por fim, provocam 
sua diferenciagao em um neuronio fotorreceptor. Prova- 
velmente, essa diferenciagao e mediada por um ou mais 
fatores de transcrigao em genes no nucleo de R7. Assim, 
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■ FIGURA 20 13 Desenvolvimento do olho de Drosophila. O deslocamento do sulco morfogenetico em diregao a parte anterior do disco imagi¬ 
nal do olho-antena e seguido por uma onda de divisoes celulares. As celulas recem-divididas comegam a se diferenciar em tipos especificos. O 
detalhe mostra a diferenciagao dos fotorreceptores (R1-R8) e cones que formam cada omatidio (faceta) do olho composto. 


































564 Fundamentos de Genetica 



Celula R7 


Proteina SEV 
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■ FIGURA 20,14. Determinagao do fotorreceptor R7 de urn omatidio (fa- 
ceta) no olho composto de Drosophila. A. Organizagao dos oito fotor- 
receptores (1 a 8) e quatro cones (C) em urn omatidio. B. Sinalizagao 
entre a celula R8 diferenciada e a celula R7 presuntiva. A proteina bride 
of sevenless (BOSS) na celula R8 e o ligante para a proteina receptora 
seven less (SEV) na superficie da celula R7. A ativagao desse receptor inicia 
uma cascata de sinalizagao na celula R7 que induz sua diferenciagao. 


o sinal da celula R8 e “transduzido” para o nucleo de R7, 
onde altera o padrao de expressao genica. Portanto, a 
analise do desenvolvimento ocular em Drosophila mostra 
que a indugao, o processo de determinar o destino de 
uma celula indiferenciada por um sinal de uma celula 
diferenciada, pode ter papel importante na especificagao 
de tipos celulares. 

A proteina codificada pelo gene sev e uma tirosino- 
quinase — isto e, uma proteina que fosforila resfduos de 
tirosina em outras proteinas. Depois que e ativada por 
contato com o ligante BOSS, a proteina SEV fosforila 
outras proteinas dentro da celula R7. Essas proteinas in- 
tracelulares sao efetores em diregao 3' do sinal BOSS. 
Por fim, elas ativam fatores de transcrigao para estimular 
a expressao dos genes participantes da diferenciagao da 
celula R7 como fotorreceptor. Para entender melhor a 
interagao BOSS-SEV, leia Problema resolvido: Os efeitos 
das mutagoes durante o desenvolvimento ocular. 


PONTOS ESSENCIAIS . 




Os genes zigaticos sao ativados apos fertilizagdo em resposta a produtos genicos matemos 

Em Drosophila, os produtos dos genes de segmentagdo regulam a subdivisao do embrido em 
uma serie de segmentos ao longo do eixo anteroposterior 

A identidade de cada segmento corporal e determinada pelos produtos de genes nos complexos 
genicos homeoticos bithorax e Antennapedia 

A formagao de um orgdo pode depender do produto de um gene regulador mestre,, como o gene 
eyeless em Drosophila 

Em Drosophila os tipos celulares especzjicos diferenciam-se apos o estabelecimento de 
identidades segmentares 

Os processes de diferenciagao podem exigir um sinal produzido por uma celula e um receptor 
produzido por outra celula . 


Analise genetica do desenvolvimento em vertebrados 


Os geneticistas podem estudar o desenvolvimento em 
vertebrados pela aplicagao do conhecimento obtido com 
o estudo de modelos invertebrados, por analise de muta- 
toes em modelos vertebrados como camundongos e por 
exame da diferenciagao de celulas-tronco. 

Grande parte do conhecimento sobre o controle gene- 
tico do desenvolvimento provem do estudo de modelos 
invertebrados. Os geneticistas gostariam de aplicar e es- 
tender seu conhecimento aos vertebrados. O objetivo 
final seria aprender sobre o controle genetico do desen¬ 
volvimento em sua propria especie. Uma estrategia para 


alcangar esse objetivo e usar as informagoes obtidas pelo 
estudo de genes de invertebrados para identificar genes 
importantes para o desenvolvimento de vertebrados. Ou¬ 
tra e estudar especies de modelos vertebrados com tecni- 
cas semelhantes as que sao usadas em invertebrados. 

HOMOLOCOS EM VERTEBRADOS DE 
GENES DE INVERTEBRADOS 

Depois de isolar e sequenciar um gene, os pesquisado- 
res podem buscar em bancos de dados de sequencias de 
DNA os genes homologos em outros organismos. Se as 
sequencias do gene forem razoavelmente bem conserva- 
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PROBLEMA RESOLV1DO 


Os efeitos das mutacoes durante o desenvolvimento ocular 


PROBLEMA 

Em Drosophila, a interaqao entre as proteinas SEV e BOSS envia 
sinais para que as celulas R7 se diferenciem como fotorreceptores 
nos omatidios dos olhos compostos; quando essa interaqao nao 
ocorre, as cetulas R7 diferenciam-se em cones. As proteinas SEV e 
BOSS nao parecem ser necessarias em nenhum outro processo de 
desenvolvimento na mosca. (a) Preveja os fenotipos das moscas 
homozigotas para mutaqoes recessivas com perda de funqao nos 
genes sev ou boss. ( b ) Preveja o fenotipo de uma mosca heterozi- 
gota para uma mutaqao dominante com ganho de funqao que ati- 
va constitutivamente a proteina SEV. (c) Suponha que uma cdpia 
dessa mutaqao sev com ganho de funqao dominante tenha sido 
introduzida em uma mosca homozigota para mutaqao recessiva 
com perda de funqao no gene boss. Qual seria o fenotipo dessa 
mosca? 

FATOS E CONCE1TOS 

1. Uma mutaqao com perda de funqao de um gene abole a funqao 
dessa proteina que e produto do gene. 

2. Uma mutaqao com ganho de funqao em um gene dota o produ¬ 
to desse gene de uma nova funqao. 


3. Uma proteina com atividade constitutiva desempenha sua fun¬ 
qao permanentemente. 

ANALISE E SOLUqAO 

Esse problema concentra-se em um evento do desenvolvimento 
no olho de Drosophila - diferenciaqao da celula fotorrecepto- 
ra R7. Uma etapa essencial no processo que leva a esse even¬ 
to e a sinalizaqao entre a molecuta ligante BOSS, localizada na 
membrana da celula R8 ja diferenciada, e o receptor SEV, loca- 
lizado na membrana da celula R7 ainda indiferenciada (veja a 
Figura 20.14). A inatividade de uma dessas proteinas impede o 
"prosseguimento" do sinal. (a) Portanto, mutaqoes com perda 
de funqao recessivas nos genes sev e/ou boss serao responsaveis, 
em moscas, pela falta de fotorreceptores R7 nos omatidios dos 
olhos. (b) No entanto, seria esperado que uma mutaqao com ga¬ 
nho de funqao dominante que ativa constitutivamente a protei¬ 
na SEV causasse diferenciaqao de R7. (c) Alem disso, essa dife¬ 
renciaqao seria esperada mesmo se a mosca fosse homozigota 
para uma mutaqao com perda de funqao recessiva no gene boss, 
porque a funqao de BOSS e irrelevante com uma proteina SEV 
ativada constitutivamente. 


das ao longo da evoluqao, esse procedimento sera eficaz 
mesmo em especies com parentesco distante. Por isso, 
foi possrvel identificar genes de varias especies de verte- 
brados homologos aos genes de Drosophila e C. elegans. A 
identificaqao de um gene em vertebrado torna possrvel, 
portanto, fazer muitos tipos de analises experimentais, 
inclusive ensaios da expressao genica em nfvel de RNA 
e proteina. 

Uma das aplicaqoes mais expressivas dessa tecnica 
mostrou que os vertebrados content homologos dos ge¬ 
nes homeoticos de Drosophila. Esses genes denominados 
IIox foram identificados inicialmente pela sondagem 
de Southern blots do DNA genomico de camundongo e 
do ser human o com segmentos dos genes homeoticos 
de Drosophila. Em seguida, os fragmentos de DNA com 
hibridizaqao cruzada foram clonados, mapeados com 
enzimas de restriqao e sequenciados. Os resultados de 
todas essas analises estabeleceram que camundongos, 
seres humanos e muitos outros vertebrados examinados 
ate agora tem 38 genes IIox em sens genomas. Em geral, 
esses genes estao organizados em quatro agrupamentos, 
cada um deles com 120 kb; em camundongos e seres hu¬ 
manos, cada agrupamento esta localizado em um cro- 
mossomo diferente. Parece que os quatro agrupamen¬ 
tos de genes IIox foram criados pela quadruplicaqao de 
um agrupamento primordial hem no inicio da evoluqao 
dos vertebrados, provavelmente ha 500 a 600 milhoes 
de an os. 

Os genes em cada agrupamento Hox sao transcritos 
no mesmo sentido, e sua expressao prossegue de uma 


extremidade a outra do agrupamento, tan to espacial (em 
sentido anteroposterior no embriao) quanto temporal- 
mente {do inicio ao fim do desenvolvimento). Portanto, 
ha um paralelo estreito com os perfis de expressao dos 
genes ANT-C e BX-C de Drosophila . Estudos comparati- 
vos indicant que os genes IIox tem papeis importantes 
na identificaqao de regioes especificas em muitos tipos 
diferentes de embrioes de vertebrados. 

O CAMUNDONGO | MUTACOES POR 
INSER^AO ALEATORIA E MUTACOES 
KNOCKOUT GENE-ESPECIFICAS 

Nao e possivel estudar o controle genetico do desenvol¬ 
vimento em vertebrados com a mesma minucia que em 
invertebrados como Drosophila. E claro que existent linti- 
taqoes tecnicas e logisticas. Os vertebrados tem ciclos de 
vida comparativamente longos, o custo da criaqao e ele- 
vado e e diffcil obter e analisar cepas mutantes, sobretu- 
do aquelas que tem significado para o desenvolvimento. 
Apesar dessas deficiencias, os geneticistas conseguiram 
avanqar na analise genetica do desenvolvimento em algu- 
ntas especies de vertebrados, sobretudo o camundongo. 

Mais de 500 loci responsaveis por doenqas geneticas fo¬ 
ram identificados no camundongo, e alguns deles partici¬ 
pant dos processos de desenvolvimento. A maioria desses 
loci foi descoberta por meio de projetos permanentes de 
coleqao de mutaqoes espontaneas. Esse trabalho exige a 
criaqao de um ntimero muito grande de camundongos 
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e a analise das diferengas fenotfpicas, alem da avaliagao 
da transmissao genetica de quaisquer diferengas. Esse 
e um trabalho dispendioso e meticuloso que so recebe 
apoio em algumas unidades do mundo. Uma vez detec- 
tada, uma mutagao pode ser mapeada nos cromossomos, 
depois o gene mutante pode ser identificado e analisa- 
do em nivel molecular. As tecnicas de indugao de mu- 
tagoes por insergao de sequencias de DNA conhecidas 
em genes aceleraram esse processo. E muito mais facil 
mapear e analisar as mutagoes por insergao que as mu ta¬ 
goes espontaneas, ja que elas foram marcadas pelo DNA 
inserido. Alem disso, como o agente de insergao - um 
transposon ou um retrovirus inativado - geralmente nao 
e tao especifico em relagao a posigao no genoma em que 
se localiza, essas tecnicas sao muito indiscriminadoras no 
que diz respeito aos genes que solrem mutagao. Portan¬ 
to, muitos genes relevantes para um processo de desen- 
volvimento em estudo podem ser “atingidos” por uma 
insergao e identificados em seguida. 

Os geneticistas que estudam camundongos tambem 
inventaram procedimentos para causar a mutagao de 
genes especfficos. Nesses procedimentos, discutidos no 
Capftulo 16, a integridade de um gene e desorganizada 
por uma insergao dirigida especificamente para esse gene. 
Essa desorganizagao, conhecida como mutagao knockout, 
pode ajudar o pesquisador a determinar o papel do gene 
normal durante o desenvolvimento. Por exemplo, camun¬ 
dongos homozigotos para uma mutagao knockout no gene 
Hoxc8 desenvolvem um par extra de costelas posterior as 
costelas normais; tambem apresentam dedos em garra nas 
patas anteriores. O fenotipo de costela extra nesses ca¬ 
mundongos mutantes e reminiscente das transformagoes 
segmentares observadas nas mutagoes homeoticas em Dro¬ 
sophila. Assim, o gene Hoxc8 de camundongo parece par- 
ticipar do estabelecimento da identidade dos tecidos ao 
longo do eixo anteroposterior e tambem nos dedos. 

A analise genetica do desenvolvimento em camundon¬ 
gos vem fornecendo pistas sobre o desenvolvimento de 
nossa propria especie. For exemplo, mutagoes em pelo 
menos do is genes diferentes de camundongo simulam 
o desenvolvimento de assimetrias esquerda-direita anor- 
mais em seres human os. Normalmente, seres humanos, 
camundongos e outros vertebrados apresentam estruturas 
assimetricas ao longo do eixo esquerda-direita do corpo. 
O tubo cardiaco sempre faz uma alga a direita, e o figado, 
estomago e outras vfsceras sao desviados para a esquerda 
ou direita, afastando-se da linha mediana. Em indivfduos 
mutantes, essas assimetrias caracteristicas nao sao observa¬ 
das, talvez por causa de um defeito nos mecanismos que 
estabelecem o piano corporal basico. Portanto, o estudo 
desses tipos de camundongos mutantes pode ajudar a es- 
clarecer a posigao dos orgaos em seres humanos. 

ESTUDOS COM CELULAS-TRONCO 
DE MAMIFEROS 

As celulas que chegam a diferenciagao terminal no corpo 
humano - linfocitos, neuronios, fibras musculares, e as¬ 


sim por diante — geralmente nao se dividem. Quando ce¬ 
lulas desse tipo morrem, e preciso substitui-las, ou ocorre 
atrofia do tecido a que pertencem. A reposigao ocorre 
quando celulas nao especializadas presentes no tecido 
dividem-se e produzem celulas que, em seguida, diferen- 
ciam-se no tipo celular especializado. Esses precursores 
nao especializados de celulas especializadas sao denomi- 
nados celulas-tronco. Por exemplo, a medula ossea no le¬ 
mur de um ser humano contem celulas indiferenciadas 
que podem substituir varios tipos de celulas do sangue. 
Essas celulas-tronco hematopoeticas man tern o suprimento 
de linfocitos, hemacias e plaquetas do sistema circulato- 
rio. Os tecidos de alguns orgaos como o coragao parecem 
ter pouqulssimas celulas-tronco; consequentemente, tern 
limitada capacidade de regenerar o material perdido ou 
danificado. Outros tecidos, como o revestimento intesti¬ 
nal e a pele, tern grandes populagoes de celulas-tronco 
que substituem com vigor as celulas diferenciadas per- 
didas. Por serem encontrados em organismos desen- 
volvidos, esses tipos de celulas-tronco sao denominados 
celulas-tronco adultas. 

As celulas-tronco tambem sao encontradas em orga¬ 
nismos em desenvolvimento. Na verdade, durante os 
primeiros estagios do desenvolvimento, todas as celulas, 
ou a maioria delas, tern propriedades de celulas-tronco. 
As celulas retiradas de um embiiao de camundongo, 
por exemplo, podem ser cultivadas in vitro e transplan- 
tadas em outro embriao de camundongo, no qual irao 
se dividir e contribuir para a formagao de muitos tipos 
de tecidos e orgaos. Portanto, as celulas-tronco embriondrias 
( CTE) tern enorme potencial de desenvolvimento; isto 
e, sao pluripotentes — capazes de se desenvolver de muitas 
maneiras. 

Derivadas de tecido embrionario ou do adulto, as 
celulas-tronco oferecem uma oportunidade de estudar 
os mecanismos participantes da diferenciagao de tipos 
celulares especiais. As celulas-tronco podem ser obtidas 
de varios mamiferos, entre eles camundongos, macacos 
e seres humanos. Podem ser cultivadas in vitro e exami- 
nadas para avaliar a diferenciagao durante o crescimento 
em cultura ou depois do transplante para um organismo 
hospedeiro. As celulas-tronco em cultura podem ser tra- 
tadas de varias maneiras para identificar o que estimula 
seu desenvolvimento em uma diregao especffica. Tecni¬ 
cas moleculares, entre elas as tecnologias de chip genico, 
possibilitam que os pesquisadores determinem que ge¬ 
nes as celulas expressam a medida que se revelam seus 
programas de desenvolvimento. 

Como as celulas-tronco embrionarias tern maximo po¬ 
tencial de desenvolvimento, sao ideais para esse tipo de 
analise. Essas celulas geralmente sao derivadas da massa 
celular interna de embrioes criados por fertilizagao in vi¬ 
tro. As celulas isoladas dessa massa sao plaqueadas sobre 
uma camada de “celulas alimentadoras” {feeder cells) sem 
atividade mitotica, que oferecem fatores de crescimento 
para estimular a divisao. Para as CTE de camundongo em 
cultura, o tempo de duplicagao e de aproximadamente 
12 h; para as CTE humanas, e de cerca de 36 h. Uma po- 
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pulagao de celulas clonais e aquela que provem de uma 
unica celula progenitora. 

As CTE comegam a se diferenciar quando sao trans- 
feridas de culturas de celulas alimentadoras para cultu- 
ras de suspensao supridas com meio apropriado. Nessas 
condigoes, elas formam corpos embrioides, que sao agrega- 
dos multicelulares constitufdos de celulas diferenciadas 
e indiferenciadas. Em algumas cspecics, os corpos em¬ 
brioides assemelham-se aos embrioes iniciais. As celulas 
nesses corpos podem diferenciar-se em tipos de celulas 
especializadas derivadas de cada uma das tres camadas 
primarias de tecido - ectoderma, mesoderma e endo- 
derma. Por exemplo, elas podem formar neuronios, que 
sao derivados do ectoderma; celulas musculares lisas ou 
celulas cardfacas de contragao rftmica, derivadas do me¬ 
soderma; ou celulas das ilhotas pancreaticas, derivadas 
do endoderma. A observagao desse processo em diferen- 
tes Jinhagens celulares - por exemplo, em linhagens nas 
quais houve mutagao de determinados genes — pode tor- 
nar possivel analisar a rede genetica de interagoes impli- 
cadas na diferenciagao de varios tipos celulares. 

A questao da obtengao e analise de CTE humanas e, 
sem duvida, controversa. As linhagens de CTE humanas 
em uso atualmente foram obtidas de embrioes doados 
por pessoas que procuraram ajuda medica para ter filhos 
por fertilizagao in vitro. Em regra, esse processo produz 
muito mais embrioes do que sao usados para gerar crian- 
gas. Um casal pode entao decidir doar os embrioes nao 
usados para pesquisa. A retirada de CTE exige a destrui- 
gao dos embrioes. Algumas pessoas consideram aceitavel 
a destruigao de embrioes iniciais; para outras e imoral. 
As controversias acerca dessa pratica levaram alguns go- 
vernos a suspender ou restringir o apoio financeiro para 
pesquisas com celulas-tronco embrionarias humanas. 

A discussao sobre o financiamento de pesquisa com 
celulas-tronco embrionarias humanas intensificou-se 
com a perspectiva de uso das CTE humanas na cura de 
doengas causadas pela perda de tipos celulares especifi- 
cos, como o diabetes melito (no qual ha perda das celulas 
das ilhotas pancreaticas) e a doenga de Parkinson (na 
qual ha perda de alguns tipos de neuronios em determi- 
nada regiao do encefalo). A terapia com CTE tambem 
foi proposta para o tratamento de incapacidades como 
as resultantes de lesao medular. A ideia e transplantar ce¬ 
lulas derivadas de CTE para tecidos doentes ou lesados e 
deixar que essas celulas regenerem as partes perdidas ou 
lesadas do tecido. Os experimentos com camundongos e 
ratos sugerem que essa estrategia poderia ser eficaz em 
seres humanos. Entretanto, ainda ha muitos problemas 
tecnicos a resolver. Por exemplo, ainda nao e possivel 
obter culturas puras de determinado tipo celular dife- 
renciado. Quando se desenvolvem em cultura, as CTE 
humanas se diferenciam em muitos tipos de celulas; o 
isolamento de um tipo — por exemplo, celulas cardfacas 
— e um desalio tecnico descomunal. 

Os proponentes da terapia com celulas-tronco huma¬ 
nas tambem precisam resolver outros tipos de problema. 
As celulas derivadas de cultura in vitro poderiam divi- 


dir-se de maneira descontrolada e formar tumores de- 
pois de transplantadas em um hospedeiro, ou poderiam 
ser eliminadas pelo sistema imune do hospedeiro. Para 
evitar esse ultimo problema, os pesquisadores propuse- 
ram o transplante de celulas geneticamente identicas as 
celulas do hospedeiro, que poderiam ser criadas pelo uso 
de uma das celulas somaticas do hospedeiro para gerar a 
populagao de CTE. Uma celula somatica do hospedeiro 
poderia ser fundida a um ovocito enucleado obtido de 
uma doadora (nao necessariamente o hospedeiro). Se o 
ovocito geneticamente alterado, que e diploide, se divi- 
disse para formar um embriao, seria possivel isolar celu¬ 
las desse embriao para criar uma linhagem de CTE, que 
entao poderiam fornecer material geneticamente identi- 
co para re transplante no hospedeiro. 

A produgao de CTE por transferencia do nucleo de 
uma celula somatica para um ovocito enucleado e deno- 
minada clonagem terapeutica. Tambem seria possivel obter 
celulas-tronco por indugao da reversao de celulas soma¬ 
ticas a um estado indiferenciado. Experimentos recentes 
efetuados nos EUA e no Japao indicam que essa tecni- 
ca pode ser viavel. Celulas cutaneas diferenciadas foram 
induzidas a se tornarem celulas pluripotentes por trans- 
formagao genetica por uma mistura de quatro genes clo- 
nados. Entretanto, alguns dos genes usados nesses expe¬ 
rimentos estao associados a formagao de tumor quando 
sao expressos impropriamente. Assim, e necessario fazer 
mais pesquisas antes que se possam usar celulas pluripo¬ 
tentes induzidas na terapia com celulas-tronco. 

CLONAGEM REPRODUTIVA 

A clonagem terapeutica e diferente da clonagem reprodu- 
tiva, que visa a produgao de um indivfduo completo por 
transferencia do nucleo de uma celula somatica de doa- 
dor para um ovocito enucleado, seguida pela translorma- 
gao do ovocito em uma copia geneticamente identica do 
doador. Em 1997, os pesquisadores no Roslin Institute da 
Escocia produziram o primeiro mamffero clonado — uma 
ovelha batizada de Dolly (veja o texto introdutorio do Ca¬ 
pftulo 2). Dolly foi criada por substituigao do nucleo de 
um ovocito pelo nucleo de uma celula retirada do ubere 
de uma ovelha adulta. E claro que o nucleo transplanta- 
do continha todas as informagoes geneticas necessarias 
para orientar o desenvolvimento de Dolly, embora fosse 
originado de uma celula diferenciada. Desde a criagao 
de Dolly, os cientistas produziram muitos outros animais 
por clonagem reprodutiva - camundongos, gatos, vacas e 
cabras. Portanto, as celulas diferenciadas parecem ter o 
potencial genetico de guiar o desenvolvimento. 

As vezes, porem, animais produzidos por clonagem 
reprodutiva tern anormalidades do desenvolvimento e a 
vida encurtada. Com frequencia, ha atraso do crescimen- 
to. Essa ausencia de vigor sugere que os nucleos somati- 
cos usados na clonagem reprodutiva sao diferentes dos 
nucleos zigoticos produzidos por fertilizagao comum. 
Talvez os nucleos somatic os tenham acumulado muta- 
goes ou sofrido alteragoes associadas ao imprinting gene- 
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tico ou a inativagao cromossomica - metilagao de alguns 
nucleotidios, acetilagao de histonas, e assim por diante. 
Seria preciso reverter essas alteragoes para que um nu- 
cleo somatico atuasse como nucleo zigotico. Em vista dos 
problemas encontrados na clonagem reprodutiva de ani- 
mais, a comunidade cientffica internacional nao consi- 
dera segura a clonagem reprodutiva de seres humanos e, 
por isso, ha amplo consenso de que nao deve ser tentada. 

ALTERACOES CENETICAS NA 

diferenciacao DAS CELULAS 

IMUNES DE VERTEBRADOS 

Embora as evidencias de clonagem reprodutiva sugiram 
que as celulas diferenciadas podem ter o mesmo conteu- 
do de DNA que um ovocito fertilizado, conhecemos al¬ 
guns tipos de celulas vertebradas diferenciadas que nao 
tern. Essas celulas sao componentes do sistema que pro¬ 
tege animals contra infecgao por virus, bacterias, fungos 
e protistas — o sistema imune. 

Em mamiferos, nos quais se concentrou a maior parte 
das pesquisas, o sistema imune constitui varios tipos dife- 
rentes de celulas, todas derivadas de celulas-tronco resi- 
dentes na medula ossea. Essas celulas-tronco dividem-se 
e produzem mais celulas de seu proprio tipo, alem de 
precursores de celulas imune especializadas. Duas classes 
importantes de celulas imunes especializadas participant 
diretamente do combate aos patogenos invasores. Os 
plasmocitos produzem e secretam proteinas denominadas 
imunoglobulinas, tambem conhecidas como anticorpos, e as 
celulas T citotoxicas produzem proteinas que se projetam 
de suas superficies e atuam como receptores para diver- 
sas substancias. Tanto os anticorpos das celulas B quanto 
os receptores das celulas T sao capazes de reconhecer 
outras moleculas — por exemplo, os materiais estranhos 


introduzidos por um patogeno — por um mecanismo tipo 
chave e fechadura. A molecula estranha, denominada 
antfgeno, e a chave que se encaixa com precisao na fecha¬ 
dura formada pelo anticorpo da celula B ou o receptor 
da celula T (Figura 20.15). Essa especificidade e a base da 
capacidade de defesa de um animal contra patogenos. 
No entanto, como existem muitos diferentes patogenos 
em potencial, um animal tern de ser capaz de produzir 
muitos tipos diferentes de anticorpos e receptores de ce¬ 
lulas T para combater infecgoes. 

Os anticorpos e os receptores de celulas T sao protei¬ 
nas, e as proteinas sao codificadas por genes. Portanto, 
para produzir a grande serie de anticorpos e receptores 
de celulas T necessarios para combater todos os patoge¬ 
nos possiveis, poderia parecer que um animal precisaria 
ter um numero enorme de genes — um numero excessi- 
vo ate mesmo para caber em um genoma grande como 
o nosso. Essa situagao confundiu os geneticistas durante 
anos. No ultimo quarto do seculo 20, porem, os pesqui- 
sadores descobriram como um animal poderia produzir 
um grande numero de diferentes anticorpos e receptores 
de celulas T gragas a recombinagao de pequenos elemen- 
tos geneticos em genes funcionais. O potencial codifica- 
dor alcangado com essas combinagoes de segmentos ge- 
nicos e estarrecedor. Com uma pequena quantidade de 
DNA dedicado as fungoes do sistema imune, um animal e 
capaz de produzir centenas de milhares, se nao milhoes, 
de anticorpos e receptores de celulas T, cada um deles 
com uma diferente capacidade de se ligar a uma molecu¬ 
la estranha de um organismo invasor. 

Para compreender o funcionamento desse sistema de 
recombinagao, concentremo-nos na produgao de anti¬ 
corpos. Cada anticorpo e um tetramero constituido de 
quatro polipeptidios, duas cadeias leves identicas e duas 
cadeias pesadas identicas, unidas por pontes dissulfeto 
(Figura 20.16). As cadeias leves tern cerca de 220 aminoa- 



■ FIGURA 20.15 Estrutura tridimensional de um complexo antigeno-anticorpo. A figura so mostra um dos dois sitios de ligagao de antfgeno 
de um anticorpo tfpico. O antfgeno iverde) e a enzima lisozima. O sftio de ligagao de antfgeno do anticorpo e formado pelas porgoes amino- 
term ina is de uma cadeia leve (amarela) e uma cadeia pesada (azul). Um resfduo glutamina que se salienta da lisozima no local de ligagao do 
anticorpo e mostrado em vermelho. A estrutura e baseada em dados de difragao por raios X. 
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■ FIGURA 20.16 Estrutura de uma molecula de antioorpo. O detalhe mostra a interagao de fechadura e chave entre o anticorpo e o antfgeno 
que ele recon hece. 


cidos e as cadeias pesadas, cerca de 445 aminoacidos. 
Toda cadeia, leve ou pesada, tem uma regiao variavel ami- 
noterminal, dentro da qual a sequencia de aminoacidos 
varia nos diferentes tipos de antic orpos que um animal 
produz, e uma regiao constante carboxiterminal, dentro da 
qual a sequencia de aminoacidos e identica em todos os 
anticorpos de determinada classe. 

As cadeias leves e pesadas de um anticorpo sao codifi- 
cadas por diferentes loci no genoma. Em seres human os, 
existem dois loci de cadeia leve, o locus kappa (k) no cro- 
mossomo 2 e o locus lambda (X) no cromossomo 22, e 


40 segmentos de genes L K V K funcionais 


ha um locus de cadeia pesada, localizado no cromossomo 
14. Cada um desses loci e constituido de uma longa serie 
de segmentos de gene. Concentremo-nos no locus kappa 
para compreendermos como esses segmentos sao orga- 
nizados e como sao recombinados em sequencias codi- 
ficadoras logicas para produzir diferentes polipeptidios. 

Um polipeptidio kappa e codificado por tres tipos de 
segmentos de gene: 

1. Um segmento de gene LV que codifica um peptidio 

Aider e os 95 aminoacidos ammo terminals da regiao m- 
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■ FIGURA 20. i Controle genetico das cadeias leves kappa de anticorpo humano. Cada cadeia leve kappa e codificada por um gene montado a 
partir de diferentes tipos de segmentos de gene no locus kappa da imunogtobutina ( ICK ) no cromossomo 2. Essa montagem ocorre durante a 
diferenciagao de plasmdcitos do sistema imune. 
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riavel da cadeia leve kappa; o peptidio Ifder e retirado da 
cadeia leve kappa por clivagem depois de guiar o polipep- 
tidio nascente atraves da membrana do reticulo endo- 
plasmatico em urn plasmocito sintetizador de anticorpos. 

2. Um segmento de gene J, que codifica os ultimos 13 
aminoacidos da regiao variavel da cadeia leve kappa; o 
sfmbolo J e usado para esse segmento de gene porque 
o peptidio que ele codifica junta o peptidio aminoter- 
minal codificado pelo segmento L V a um peptidio 
carboxiterminal codificado pelo proximo tipo de seg¬ 
mento de gene. 

3. Um segmento de gene C ' que codifica a regiao cons- 
tante da cadeia leve kappa. 

Em seres human os, o locus kappa contem 76 segmentos 
de gene L V (embora apenas 40 sejam funcionais), cinco 
segmentos de gene J e um so segmento de gene C. Os 
segmentos de gene J estao entre os segmentos de gene 
L V e o segmento de gene C. Nas celulas da linhagem 
germinativa, os cinco segmentos J sao separados dos seg¬ 
mentos LV por uma sequencia nao codificadora longa, e 
do segmento de gene C por outra sequencia nao codifi¬ 
cadora de aproximadamente 2 kb (Figura 20.17). Durante 
o desenvolvimento de determinada celula B, o gene da 
cadeia leve kappa que sera expresso e montado a partir 
de um segmento L V, um segmento J e um so segmento 
C por um processo de recombinagao somatica. Qualquer 
um dos 40 segmentos de gene LV funcionais pode ser 
unido a qualquer um dos cinco segmentos J nesse pro¬ 
cesso; o DNA entre os segmentos unidos e simplesmente 
deletado (Figura 2048). O evento de uniao 6 mediado por 
sftios denominados sequencias sinalizadoras de recombi¬ 
nagao (RSS), que sao adjacentes a cada segmento de gene. 
Esses sftios sao constitufdos de repetigoes com 7 ou 9 pares 
de bases separadas por espagadores com 12 ou 23 pares de 
bases. As repetigoes nas RSS em posigao imediatamente 3' 
a um segmento de gene L V sao complementares as repe¬ 
tigoes nas RSS em posigao imediatamente 5' a um segmen¬ 
to de gene J . Quando essas repetigoes se emparelham, um 
complexo proteico pode catalisar a recombinagao entre 
el as, unindo o segmento LV ao segmento J. As protefnas 
1 e 2 do gene ativador da recombinagao (recombination 
activating gene) (RAG1 e RAG2) sao componentes impor- 
tantes desse complexo; juntas, elas controlam a especifici- 
dade do evento de recombinagao. 

A fusao L k VJ produzida por essa recombinagao codi¬ 
fica a porgao variavel da cadeia leve kappa. Entao, toda 
a sequencia de DNA LV I -trecho nao codificador-C no 

1 K ItJ K K 

locus kappa rearranjado e transcrita. A sequencia nao co¬ 
dificadora entre os segmentos L V J fundidos e o seg- 
mento C e removida durante o processamento de RNA, 
assim como os fntrons de outros genes, e o mRNA resul¬ 
tan te e traduzido em um polipeptfdio. O peptidio Ifder 
amino terminal e clivado desse polipeptfdio para criar a 
cadeia leve kappa finalizada. O numero total de cadeias 
leves kappa funcionais que pode ser produzida por esse 
mecanismo e 40 (o numero de segmentos de gene LV 
funcionais) X 5 (o numero de segmentos de gene J ) X 1 
(o numero de segmentos de gene C ) = 200. De maneira 
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■ FIGURA 20.18 Modelo simpiificado de uniao de V-]^ O processo de 
uniao e mediado peta tigagao especifica de RAG1 e RAG2 as sequencias 
sinalizadoras de recombinagao (RSS) adjacentes aos segmentos de gene 
V K ef K . A RSS adjacente a cada segmento contem espagadores de 12 
nucleotidios; as RSS adjacentes aos segmentos^ contem espagadores 
de 23 nucleotidios. O complexo RAG1/RAG2 so catalisa a recombina¬ 
gao quando uma RSS contem um espagador de 12 nucleotidios e a 
outra RSS contem um espagador de 23 nucleotidios. 


semelhante, a recombinagao de segmentos de gene pode 
criar 120 cadeias leves lambda diferentes e 6.600 cadeias 
pesadas diferentes. A montagem combinatoria de todas 
essas cadeias torna possfvel para um ser humano produ- 
zir 320 (200 + 120) X 6.600 = 2.112.000 anticorpos dife¬ 
rentes. Entretanto, o verdadeiro numero de anticorpos 
diferentes e ainda maior em razao das pequenas varia- 
goes nos sftios de recombinagao e da hipermutabilida- 
de nas sequencias codificadoras das regioes variaveis das 
cadeias de anticorpos. Todos esses eventos ocorrem de 
maneira independente nos precursores dos plasmocitos. 
Portanto, a medida que se diferencia, cada celula adqui- 
re a capacidade de produzir um anticorpo diferente. 
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PONTOS ESSENGAIS . 


Mint os genes de vertebrados - por exemplo, os genes Hox - forarn identificados por homologia 
com genes isolados de organismos-modelo coma Drosophila e C. elegans 

Entre vertebrados, o camundongo oferece a oportunidade de estudar mutagoes que afetam o 
desenvolvimento 

As celulas-tronco de mamiferos, sobretudo as derivadas de embrioes, podem ser cultivadas in 
vitro para estudar os mecanismos da diferenciagao 

Animals produzidos por clonagem reprodutiva sugerem que as celulas diferenciadas tern o 
mesmo potential genetico que o zigoto 

A recombinaqdo entre segmentos de gene durante a difewnciaqdo de celulas imunes cria as se- 
quencias codificadoras das cadeias leve e pesada de anticorpos. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 

1. Organize os seguintes estagios do desenvolvimento 
de Drosophila melanogaster em ordem cronologica do 
primeiro ao ultimo: pupa, blastoderma, zigoto, ovo- 
cito nao fertilizado, larva, adulto. 

Resposta: ovocito nao fertilizado, zigoto, blastoderma, 
larva, pupa, adulto. 

2. As femeas de Drosophila homozigotas para uma 
mutagao autossomica recessiva recem-descoberta 
poem ovos que nao eclodem em larvas, qualquer 
que seja o genotipo dos machos. Entre tan to, as pro- 
prias femeas nao apresentam anormalidade obvia. 
Que tipo de gene define essa nova mutagao? 

Resposta: A nova mutagao define um gene de efeito ma- 
terno. 

3. Preveja o fen 6 tipo ocular de uma mosca homozi- 
gota para uma mutaqao com perda de funcao re¬ 
cessiva no eene sevenless. Uma mosca homozieota 


para uma mutaqao com perda de fungao recessiva 
no gene bride of sevenless teria o mesmo fen 6 tipo? 

Resposta: Uma mosca homozigota para a mutagao seven- 
less nao desenvolveria o fotorreceptor R7 em cada 
omatfdio de seus olhos compostos. O gene sevenless 
codifica o receptor ligado a membrana para o Ii- 
gante extracelular que estimula a diferenciagao da 
celula R7; o ligante e codificado pelo gene bride of 
sevenless. Uma mosca homozigota para a mutagao 
bride of sevenless teria o mesmo fenotipo. 

4. Suponha que um gene de cadeia leve de anticor- 
po seja montado com tres diferentes segmentos de 
gene. Quantas cadeias diferentes podem ser produ- 
zidas se o genoma con liver 5, 20 e 200 copias dos 
tres segmentos de gene? 

Resposta: Se cada gene e montado usando uma copia de 
cada segmento de gene, sao possfveis 5 X 20 X 200 
- 20.000 genes diferentes. 



Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. O produto proteico do gene dorsal (dl) em Dro¬ 
sophila foi denominado morfogeno ventral - isto 
e, uma substancia que leva a formagao de eslru- 
turas ventrais no entbriao em virtude de sua alta 
concentragao nos nucleos na face ventral do blas¬ 
toderma. Entretanto, a protema dorsal so pode 
entrar nesses nucleos ventrais depois da ativagao 
de um receptor na superficie ventral do embriao. 
Esse receptor e codificado pelo gene Toll ( TI). O 
ligante extracelular para o receptor Toll e codi¬ 
ficado pelo gene spdlzle ( spz ). Esse ligante pode 
existir em dois estados, “nativo” e “modificado”, 


e o estado modificado e necessario para a ativa¬ 
gao do receptor Toll. Os produtos de tres genes, 
snake (snk), easier (ea) e gaslrulalion defective ( gd ), 
sao necessarios para converter o ligante nativo em 
ligante modificado. Todos esses tres produtos ge- 
nicos sao serina proteases, proteinas capazes de 
clivar outras proteinas em determinadas serinas 
na cadeia polipeptidica. Como base nesses fatos, 
crie um diagram a da via de desenvolvimento que 
leva a protema dorsal a induzir a formagao de es- 
truturas ventrais no embriao de Drosophila, 
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Resposta: Eis uma represen tagao. 
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O produto proteico do gene spz e modificado pe- 
las serina proteases produzidas pelos genes snk, ea 
e gd. Em sua forma modificada, esse ligante e capaz 
de ativai' a proteina receptora Toll, mas a ativagao 
e restrita a face ventral do embriao. Quando o re¬ 
ceptor Toll e ativado (provavelmente por uniao ao 
ligante spatzle modificado), transduz um sinal para 
o citoplasma do embriao. Por fim, esse sinal causa 
o deslocamento da proteina dorsal para os nucleos 


na face ventral do embriao, onde atua como fator 
de transcrigao e regula a expressao dos genes zigo¬ 
ticos que participant da diferenciagao do destino 
ventral. 

2. Considerando-se a via descrita anleriormente, quais 
seriant os fenotipos de mutagoes com perda de fun- 
gao recessivas nos genes spz e 77? 

Resposta: Para referenda, devemos observar que as mu¬ 
tagoes com perda de fungao em dl sao letais de efei- 
to materno; ou seja, embrioes de maes dl/dl mor- 
rent durante o desenvolvimento. O exame desses 
embrioes mostra ausencia de estruturas ventrais. 
Segundo os geneticistas, eles sao “dorsalizados”. 
Esse fenotipo peculiar e causado pela nao indu- 
gao do desenvolvimento apropriado nos nucleos 
ventrais do embriao pelo fator de transcrigao dor¬ 
sal. Na ausencia dessa indugao, as celulas ventrais 
diferenciant-se como se estivessem na face dorsal 
do embriao. Mutagoes em spz e 77 poderiam ter o 
ntesmo efeito fenotfpico porque bloqueariam eta- 
pas na via que acaba por levar a proteina dorsal a 
induzir a diferenciagao ventral. Portanto, mutagoes 
recessivas em spz e 77 sao letais de efeito materno. 
As femeas liomozigotas para essas mutagoes produ- 
zem embrioes dorsalizados que morrem durante o 
desenvo lvimen to. 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade anaUtica 


20.1 Durante a ovocitogenese, que mecanismos enri- 
quecem o citoplasma de ovocitos de animais com 
substancias nutritivas e determinantes? 

20.2 Preveja o fenotipo de uma mosca das frutas que se de- 
senvolve a partir de um embriao cujas celulas do polo 
posterior foram destruidas por um feixe de laser. 

20.3 Defina as principals etapas da analise genetica de 
desenvolvimento em um organismo-modelo como 
a Drosophila. 

20.4 Por que o embriao inicial de Drosophila e um sinci- 
cio? 

20.5 Em Drosophila, que tecidos da larva produzem os 
orgaos externos do adulto? 

20.6 Assim como o gene dorsal, o gene bicoid e um gene 
de efeito materno estrito em Drosophila ; ou seja, nao 
tern expressao zigotica. As mutagoes recessivas em 
bicoid (bed) causam morte embrionaria porque im- 
pedem a formagao de estruturas anteriores. Preveja 
os fenotipos de (a) animais bed/hed produzidos pelo 
cruzamenlo de machos e femeas heterozigotos; (b) 
animais bed/bed produzidos pelo cruzamento de fe¬ 
meas bed/bed com machos bed /+; (c) animais bed/+ 


produzidos pelo cruzamento de femeas bed/baed 
com machos bed/ -f; (d) animais bed/bed produzidos 
pelo cruzamento de femeas bcd/+ com machos bed/ 
bed; (e) animais bcd/+ produzidos pelo cruzamento 
de femeas bcd/+ com machos bed/bed.. 

20.7 Por que as mulheres heterozigotas para o alelo 
mutante causador da fenilcetonuria tent filhos 
com retardo fisico e mental, mas os homens nao? 

20.8 Em Drosophila, as mutagoes recessivas no gene 
dorsal {dl) do eixo dorsoventral causam fenotipo 
dorsalizado em embrioes produzidos por maes dl/ 
dl; ou seja, nao ha desenvolvimento de estruturas 
ventrais. Preveja o fenotipo de embrioes produzi¬ 
dos por femeas hontozigotas para uma mutagao 
recessiva no gene nanos do eixo anteroposterior. 

20.9 Um pesquisador pretende colecionar mutagoes 
em genes de efeito materno que controlam os pri- 
meiros eventos no desenvolvimento de Drosophila. 
Que fenotipo deve procurar nessa busca de muta- 
goes de efeito materno? 

20.10 Um pesquisador pretende colecionar mutagoes 
em genes gap, que controlam as printeiras etapas 
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de segmentagao de embrioes de Drosophila. Que fe- 
notipo deve procurar nessa busca de mutagoes de 
genes gap? 

20.11 Como as celulas somaticas que envolvem um ovo- 
cito de Drosophila em desenvolvimento no ovario 
influenciam a formagao do eixo dorsoventral no 
embriao que sera produzido apos a fertilizagao? 

20.12 Que eventos levam a uma alta concentragao de 
protema hunchback na parte anterior de embri¬ 
oes de Drosophila ? 

20.13 Trace o diagrama de uma via que mostre as contri- 
buigoes dos genes sevenless ( sev) e bride of sevenless 
(boss) para a diferenciagao do fotorreceptor R7 
nos omatfdios dos olhos de Drosophila. Onde esta- 
ria o gene eyeless ( ey ) nessa via? 

20.14 O alelo set/* 4 e termossensfvel; a 22,7°C, moscas ho- 
mozigotas para esse alelo desenvolvem fotorre cep- 
tores R7 normals, mas a 24,3 D C, nao desenvolvem 
esses fotorreceptores. sos M e uma mutagao reces- 
siva com perda de fungao do gene son of sevenless 
(sos ). Moscas com o genotipo set/* 4 /set/* 4 ; sos * A /+ 
nao desenvolvem fotorreceptores R7 se forem cria- 
das a 22,7°C. Portanto, sos 24 atua como acentuador 
dominante do fenotipo mutante set/* 4 nessa tem- 
peratura. De acordo com essa observagao, onde a 
protema produzida pelo gene sos de tipo selvagem 
— denominada SOS — tende a agir na via de dife¬ 
renciagao de R7? 

20.15 Quando o gene Pax6 de camundongo, homologo 
ao gene eyeless de Drosophila, e expresso em Dro¬ 
sophila, produz olhos compostos adicionais com 
omatfdios, exatamente como os olhos de Drosophi¬ 
la normals. Se o gene eyeless de Drosophila fosse in- 
troduzido em camundongos e expresso, qual seria 
o efeito esperado? Explique. 


20.16 Voce esperaria encontrar homologos dos genes 
BX-C e ANT-C de Drosophila em animais com sime- 
tria radial como ourig os-do-mar e estrelas-do-mar? 
Como seria possivel abordar essa questao experi- 
mentalmente? 

20.17 Como seria possivel mostrar que dois genes Hox 
de camundongo sao expressos em tecidos diferen- 
tes e em periodos diferentes durante o desenvolvi¬ 
mento? 

20.18 Diferencie clonagem terapeutica e reprodutiva. 

20.19 Qual e o significado cientffico da clonagem repro¬ 
dutiva? 

20.20 A metilagao do DNA, a acetilagao de histonas e 
o empacotamento de DNA em cromatina por al- 
guns tipos de protemas as vezes sao denominados 
modificagoes epigeneticas do DNA. Essas modifi¬ 
cagoes prenunciam dificuldades para a clonagem 
reprodutiva. Elas tambem prenunciam dificulda¬ 
des para a clonagem terapeutica e para o uso de 
celulas-tronco no tratamento de doengas ou lesoes 
que causam a perda de tipos celulares especificos? 

20.21 Suponha que um animal seja capaz de produ- 
zir 100 milhoes de anticorpos diferentes e que 
cada anticorpo contenha uma cadeia leve de 220 
aminoacidos e uma cadeia pesada de 450 aminoa- 
cidos. Que quantidade de DNA genomico seria 
necessaria para acomodar as sequencias codifica- 
doras desses genes? 

20.22 Cada segmento de gene L f no locus da cadeia 
leve kappa no cromossomo 2 e constituido de dois 
exons codificadores, um para o peptfdio lfder e 
outro para a porgao variavel da cadeia leve kappa. 
Voce esperaria encontrar um codon de termino 
no fim da sequencia codificadora no segundo 
exon (V)? 


Genomica n a Web em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


1. No site Flybase estao arquivadas imagens que mostram 
a anatomia e os estagios de desenvolvimento de Dro¬ 
sophila. Siga os links do site do NCBI ate o site Flybase 
e clique em ImageBrowse. Depois, clique no icone Em¬ 
bryo e veja as imagens. Quando os nucleos sinciciais 
no embriao inicial migram para a membrana celular? 
Quando esses nucleos sao separados pela formagao de 
membranas entre eles? 


2. O site Flybase tambem tern filmes que mostram o de¬ 
senvolvimento de Drosophila. Clique no icone Movies e 
estude a embriogenese assistindo ao filme que mostra 
a migragao celular, denominada gastrulagao, em vista 
lateral. Depois, assista ao filme que mostra a gastru¬ 
lagao em um embriao homozigoto para mutagao do 
gene pair-rule fushi tarazu (ftz). Descreva a anormalida- 
de do embriao ftz. 
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Cancer | Uma doen<;a genetica 
► Oncogenes 

Genes supressores tumorais 
Vias geneticas da carcinogenese 

Conexao molecular 
de uma farrrilia 

Quando Allison Romano comegou a se interessar sobre o que es- 
tudar na universidade, pretendia encontrar uma faculdade em que 
pudesse estudar genetica em profundidade, talvez ate mesmo fa- 
zer alguma pesquisa pratica. Esses pianos tinham, de certa forma, 
motivagao genetica. Aos 12 anos, ela recebeu um diagnostico de 
tumor da glandula suprarrenal. O tumor foi retirado por cirurgia, 
e, depois de um longo perfodo de convalescenga, Allison voltou a 
setima serie, saudavel, feliz e imbufda de interesse em aprender 
sobre a doenga que a acometera. No ensino medio, as materias 
estudadas por Allison reforgaram esse interesse. Ela lia muito e 
conheceu varios estudantes apreciadores da biologia. Ate que ou- 
tro tumor da suprarrenal surgiu na vida de Allison; dessa vez, no 
entanto, diagnosticado em seu pai. O tumor de Louis Romano - 
do tamanho de uma bola de golfe - foi retirado com sucesso e ele 
teve recuperagao plena. 

Depois desse incidente, o oncologista suspeitou que tanto 
Louis quanto Allison houvessem desenvolvido tumores da suprar¬ 
renal - uma forma rara de cancer denominada feocromocitoma 
- porque tinham uma mutagao do gene VHL, localizado no brago 
curto do cromossomo 3. Pesquisas publicadas haviam mostrado 
que essas mutagoes as vezes estao associadas a esse tipo de can¬ 
cer. Portanto, o oncologista enviou amostras de DNA de Louis e 
Allison a um laboratorio de genetica. Os testes de DNA mostra- 
ram que ambos eram heterozigotos para um alelo VHL mutante. 
No nucleotfdio 490 do gene VHL, um par de bases G:C fora substi- 
tuido por um par de bases A:T, causando a substituigao da glicina 
porserina na posigao 93 no polipeptidio codificado pelo gene. 

Depois de tomar conhecimento desse resultado, Allison re- 
solveu estudar genetica. Sua irma mats velha, que nao apresen- 
tava sinais de feocromocitoma, quis fazer o teste para detecgao 


do alelo mutante; constatou-se que tinha o alelo. O medico 
aconselhou-a a fazer exames periodicos para detecgao preco- 
ce de um eventual feocromocitoma. Os dois irmaos de Louis 
Romano - ambos assintomaticos - tambem foram informa- 
dos sobre a mutagao de VHL , mas nenhum deles optou pelo 
teste. Mais tarde, Allison especializou-se em biologia em uma 
grande universidade e trabalhou durante dois semestres em 
um laboratorio de genetica do cancer. O projeto que desenvol- 
veu, sobre a identificagao de genes relacionados com o cancer em 
camundongos, foi apresentado em um poster no simposio anual 
de pesquisa de graduagao da universidade, quando seu pai e sua 
irma puderam ver como ela encontrara um proposito na conexao 
molecular da familia. 



Radiografia colorida de um feocromocitoma mostrando crescimento 
excessivo de vasos sanguineos em diregao a area do tumor. 
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Cancer | Uma doenga genetica 


Mutaqoes nos genes que controlam o crescimento e a 
divisao celular sao responsaveis pelo cancer. 

Os tumores cancerosos matam centenas de milhares de 
norte-americanos todos os anos. O que causa o surgimen- 
to dos tumores e o que causa a disseminagao de alguns 
deles? Por que alguns tipos de tumores tendem a ser en- 
contrados em familias? A tendencia ao cancer e heredi¬ 
taria? Fatores ambientais contribuem para o desenvolvi- 
mento de cancer? Essas e outras perguntas estimularam 
uma enorme quantidade de pesquisas sobre a biologia 
basica do cancer. Embora muitos detalhes ainda sejam 
obscuros, a constatagao fundamental e de que os cance- 
res sao consequencia de disfungoes geneticas. Em alguns 
casos, essas disfungoes podem ser desencadeadas ou exa- 
cerbadas por fatores ambientais como diela, exposigao 
excessiva a luz solar ou poluentes quimicos. Os cance- 
res surgem quando ha mutagao de genes cruciais. Essas 
mutagoes podem causar erros nos processos bioquimicos 
e levar a proliferagao desregulada de celulas. Sem regu- 
lagao, as celulas cancerosas dividem-se incessantemente, 
acumulando-se umas sobre as outras para formal' tumo¬ 
res. Quando as celulas se desprendem de um tumor e 
invadem os tecidos adjacentes, o tumor e maligno. Quan¬ 
do as celulas nao invadem os tecidos adjacentes, o tumor 
e benigno. Tumores malignos podem disseminar-se para 
outros locals do corpo e formar tumores secundarios. 
Esse processo e conhecido como metastase, que signifi- 
ca, em grego, “mudanga de estado”. Tanto nos tumores 
benignos quanto nos malignos, houve algum erro nos 
sistemas que controlam a divisao celular. Agora os pes- 
quisadores ja comprovaram que essa perda de controle e 
causada por alteragoes geneticas. 

AS MUITAS FORMAS DE CANCER 

O cancer nao e uma unica doenga, mas um grupo de 
doengas. Os canceres podem originar-se em muitos teci¬ 


dos diferentes do corpo. Alguns apresentam crescimento 
agressivo, outros crescem mais devagar. Alguns tipos de 
cancer podem ser interrompidos por tratamento clinico 
apropriado; outros nao. A Figura 21.1 mostra as frequencias 
de novos casos de diferentes tipos de cancer nos EETA, 
bem como o numero de mortes atribuidas a cada tipo. 
O cancer de pulmao e o tipo mais prevalente, em grande 
parte em consequencia do tabagismo. O cancer de mama 
e o cancer de prostata tambem sao muito comuns. 

Os tipos mais prevalentes de cancer sao derivados de 
populagoes celulares que se diviclem ativamente, por 
exemplo, de celulas epiteliais do intestino, pulmao ou 
prostata. Formas mais raras de cancer desenvolvem-se a 
partir de populagoes de celulas que geralmente nao se 
dividem, por exemplo, celulas musculares ou nervosas 
diferenciadas. 

Embora a taxa de mortalidade por cancer ainda seja 
alta, houve enorme progresso na detecgao e no tratamen¬ 
to de diferentes tipos de cancer As tecnicas de genetica 
molecular possibilitaram que cientistas caracterizassem 
o cancer de maneiras antes impossfveis e que criassem 
novas estrategias para a terapia do cancer. Restam poucas 
dtividas de que o grande investimento em pesquisa basica 
do cancer esta dando frutos. 

E possivel obter celulas cancerosas para estudos expe- 
rimentais por retirada de tecido de um tumor e separa- 
gao em suas celulas constituintes. Com nutrientes apro- 
priados, essas celulas tumorais dissociadas podem ser 
cultivadas in vitro, as vezes indefinidamente. As celulas 
cancerosas tambem podem ser obtidas de culturas de ce¬ 
lulas normais traladas com agentes que induzem o estado 
canceroso. Radiagao, substancias quimicas tnutagenicas 
e alguns tipos de virus podem causar a transformagao ir- 
reversivel de celulas normais em celulas cancerosas. Os 
agentes causadores desse tipo de transformagao sao de- 
nominados carcinogenos. 

A caracleristica permanente de todas as celulas can¬ 
cerosas e que seu crescimento e desregulado. Quando 
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■ FIGURA 21.1 Numero estimado de novos casos e mortes por tipos especificos de cancer nos EUA em 2008. 
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celulas normals sao cultivadas in vitro, formam uma 
unica camada celular (monocamada) na superficie do 
meio de cultura. Ja as celulas cancerosas crescem umas 
sobre as outras, acumulando-se na superficie do meio 
de cultura e formando massas. Esse acumulo descon- 
trolado ocorre porque as celulas cancerosas nao res- 
pondem aos sinais quimicos que inibem a divisao ce¬ 
lular e nao formam associagoes estaveis com as celulas 
adjacentes. 

As anormalidades externas visiveis em uma cultura de 
celulas cancerosas estao relacionadas com anormalida¬ 
des intracelulares profundas. Com frequencia, as celulas 
cancerosas tern um citoesqueleto desorganizado, podem 
sintetizar proteinas incomuns e exibi-las na superlicie e 
muitas vezes tern numero anormal de cromossomos, isto 
e, sao aneuploides. 

CANCER E CiCLO CELULAR 

O ciclo celular e constituido de period os de crescimento, 
sintese de DNA e divisao. A duragao desse ciclo e a du¬ 
ragao de cada um de seus componentes sao controladas 
por sinais quimicos externos e internos. A transigao de 
cada fase do ciclo requer a integragao de sinais quimicos 
especificos e respostas precisas a esses sinais. Caso haja 
percepgao errada dos sinais ou caso a celula nao esteja 
apropriadamente preparada para responder, a celula 
pode tornar-se cancerosa. 

A visao atual do controle do ciclo celular e que as tran- 
sigoes entre diferentes fases do ciclo (G lf S, G 2 e M; veja 
o Capitulo 2) sao reguladas em “pontos de verificagao”. 
Um ponto de verificagao e um mecanismo que impede o 
avango ao longo do ciclo ate que seja concluido um pro- 
cesso crucial, como a sintese de DNA, ou ate que haja 
reparo do DNA lesado. Quando o ponto de verificagao 
e satisfeito, o ciclo celular pode prosseguir. Dois tipos de 
proteinas tern papeis importantes nesse avango: as cicli- 
nas e as quinases dependentes de ciclina, geralmente abrevia- 
das CDK Os complexos formados entre as ciclinas e as 
CDK causam o avango do ciclo celular. 

As CDK sao os componentes com atividade catalitica 
do mecanismo do ciclo celular. Essas proteinas regu- 
lam as atividades de outras proteinas por transferencia 
de grupos fosfato para elas. Entre tan to. a atividade de 
fosforilagao das CDK depende da presenga das ciclinas. 
As ciclinas possibilitam que as CDK desempenhem sua 
fungao pela formagao de complexos ciclina/CDK. Na 
ausencia de ciclinas, esses complexos nao se formam e 
as CDK sao inativas. Portanto, o ciclo celular requer a 
formagao e a degradagao alternadas de complexos ci¬ 
clina/CDK. 

Um dos pontos de verificagao mais importantes do 
ciclo celular, denominado START, e o meio de G (Figu- 
ra 21.2). A celula recebe sinais externos e internos nesse 
ponto de verificagao para determinar quando convem 
passar a fase S. Esse ponto de verificagao e regulado por 
ciclinas tipo D em conjunto com CDK4. Se uma celula e 
levada a ultrapassar o ponto de verificagao START pelo 


complexo ciclina D/CDK4, torna-se comprometida com 
outro ciclo de replicagao de DNA. Proteinas inibidoras 
com a capacidade de detectar problemas no fim da fase 
G, como baixos niveis de nutrientes ou lesao do DNA, 
podem frear o complexo ciclina/CDK e impedir o infcio 
da fase S. Na ausencia desses problemas, o complexo ci¬ 
clina D/CDK4 leva a celula a concluir a fase G e entrar 
na fase S, assim iniciando a replicagao de DNA que e um 
preludio da divisao celular. 

Nas celulas tumorais, os pontos de verificagao no ci¬ 
clo celular geralmente estao desregulados. Essa desre- 
gulagao e causada por defeitos genetic os no mecanismo 
de aumento e diminuigao alternados da quantidade de 
complexos ciclina/CDK. Por exemplo, pode haver mu- 
tagao dos genes codificadores das ciclinas ou CDK ou 
dos genes codificadores das proteinas que respondem 
a complexos ciclina/CDK especificos ou que regulam a 
quantidade desses complexos. Muitos tipos diferentes de 
defeitos geneticos podem desregular o ciclo celular, cuja 
consequencia final e a possibilidade de tornar as celulas 
cancerosas. 

As celulas com disfungao do ponto de verificagao 
START apresentam propensao especial a se tornarem 
cancerosas. O ponto de verificagao START controla a en- 
trada na fase S do ciclo celular. Se houve lesao do DNA 
celular, e importante que a entrada na fase S seja adia- 
da ate o reparo do DNA lesado. Caso contrario, o DNA 
lesado e replicado e transmitido a todas as celulas des- 
cendentes. As celulas normais sao programadas a fazer 
uma pausa no ponto de verificagao START para garantir 
a conclusao do reparo antes do inicio da replicagao de 
DNA. Ja as celulas com disfungao do ponto de verificagao 
START prosseguem para a fase S sem que haja reparo 
do DNA lesado. Durante uma serie de ciclos celulares, as 
mutagoes resultantes da replicagao de DNA nao repara- 
do podem acumular-se e provocar a desregulagao adicio- 
nal do ciclo celular. Portanto, um clone de celulas com 
disfungao do ponto de verificagao START pode tornar-se 
agressivamente canceroso. 


Ponto de verificacao START 


Fase G 


Mitose 



Fase G 2 


Fase de 
sintese 


■ FIG UFA 21.2 Esquema do ponto de verificagao START no ciclo celu¬ 
lar de mamffero. A ultrapassagem do ponto de verificagao depende da 
atividade do complexo de protefnas ciclina D/CDK4. 







Capitulo 21 | Base Genetica do Cancer 577 


CANCER E MORTE CELULAR 
PROGRAMADA 

Todo cancer tem como consequencia o acumulo de celu- 
las indesejadas. Em muitos animals, as celulas super flu as 
podem ser eliminadas por mecanismos programados nas 
proprias celulas. A morte celular programada e um fen 6- 
meno fundamental e disseminado em animais. Sem ela, 
a for mag ao e a fungao dos organs seriam comprometidas 
por celulas que sao simplesmente um “obstaculo”. 

A morte celular programada tambem e importante na 
prevengao de canceres. Se uma celula com capacidade 
anormal de replicagao for destruida, nao pode se multi- 
plicar para dar origem a um tumor potencialmente peri- 
goso. Assim, a morte celular programada e um controle 
das celulas dissidentes que poderiam proliferar de ma- 
neira descon trolada no organism o. 

A morte celular programada e denominada apoptose, 
palavra derivada do grego que significa “queda”. Os even- 
tos que desencadeiam a morte celular sao compreendi- 
dos parcialmente; nos investigaremos alguns deles adian- 
te neste capitulo. Entretanto, os eventos de destruigao 
propriamente ditos sao conhecidos com alguns detalhes. 
Uma familia de enzimas proteolfticas denominadas cas- 
pases tem papel crucial no fenomeno de morte celular. As 
caspases removem pequenas partes de outras protefnas 
por clivagem de ligagoes peptfdicas. Gragas a esse corte 
enzimatico, as pro te inas-alvo sao inativadas. As caspases 
atacam muitos tipos diferentes de protefnas, entre elas as 
laminas, que constituem o revestimento interno do en- 
voltorio nuclear, e varios componentes do citoesqueleto. 
O impacto coletivo dessa clivagem proteolftica e que as 
celulas nas quais ocorre perdem sua integridade; a cro- 
matina e fragmentada, surgem bolhas de citoplasma em 
sua super ficie e elas come gam a diminuir de volume. As 
celulas que sofrem esse tipo de desintegragao geralmen- 
te sao englobadas por fagocitos, que sao celulas do sis- 
tema imune, e destrufdas. Caso haja comprometimento 
ou inativagao do mecanismo apoptotico, uma celula que 
deveria ser destruida pode sobreviver e proliferar. Essa 
celula tem o potencial de formar um clone que poderia 
se tornar canceroso se adquirisse a capacidade de divisao 
descontrolada. 

BASE GENETICA DO CANCER 

Os grandes avangos recentes na compreensao do cancer 
ocorreram gragas a aplicagao das tecnicas de genetica 
molecular. Entretanto, antes que essas tecnicas estivessem 
disponfveis para os pesquisadores, havia fortes indfcios 


de que as causas subjacentes do cancer fossem geneticas. 
Em primeiro lugar, sabia-se que o estado canceroso tem 
heranga clonal. Quando as celulas cancerosas crescem 
em cultura, todas as descendentes sao cancerosas. Por- 
tanto, a condigao cancerosa e transmitida por cada celula 
para as celulas-filhas no momento da divisao, fenomeno 
indicativo de que o cancer tem base genetica (ou epige- 
netica). Em segundo lugar, sabia-se que alguns tipos de 
virus podem induzir a formagao de tumores em animais 
experimentais. A indugao de cancer por virus implica 
que protefnas codificadas por genes virais participant da 
produgao do estado canceroso. Terceiro, sabia-se que o 
cancer pode ser induzido por agentes capazes de causar 
mutagoes. Substancias qufmicas mutagenicas e radiagao 
ionizante induziram tumores em animais experimentais. 
Alem disso, muitos dados epidemiologic os apontaram es¬ 
ses agentes como causas de cancer em seres humanos. 
Quarto, sabia-se que alguns tipos de cancer tendem a 
acometer varias pessoas da mesma famflia. Em especial, 
as suscetibilidades ao retinoblastoma, um cancer raro do 
olho, e a algumas formas de cancer de colon pareciam 
ser herdadas como disturbios dominantes simples, erabo- 
ra com penetragao incompleta e expressividade variavel. 
Como a suscetibilidade a esses tipos especiais de cancer 
e hereditaria, pareceria plausfvel que todos os canceres 
tivessem sua base em defeitos geneticos — sejam mutagoes 
hereditarias, sejam mutagoes somaticas adquiridas ao 
longo da vida. Por fim, sabia-se que certos tipos de cance¬ 
res de leucocitos (leucemias e linfomas) estao associados 
a determinadas aberragoes cromossomicas. O conjunto 
dessas diversas observagoes constitufa uma forte indica- 
gao de que o cancer e causado por disfungoes geneticas. 

Na decada de 1980, quando tecnicas geneticas molecu- 
lares foram usadas pela primeira vez para estudar as celu¬ 
las cancerosas, os pesquisadores descobriram que o estado 
canceroso, na verdade, pode ser relacionado com defeitos 
geneticos especfficos. Tipicamente, porem, e necessario 
que haja nao urn, mas varios desses defeitos para converter 
uma celula normal em celula cancerosa. Os pesquisado¬ 
res na area de oncologia identificaram duas classes amplas 
de genes que, quando sofrem mutagao, podem contribuir 
para o desenvolvimento de um estado canceroso. Em uma 
dessas classes, os genes mutantes promovem ativamente a 
divisao celular; na outra classe, os genes mutantes nao re- 
primem a divisao celular. Os genes da primeira classe sao 
os oncogenes, termo derivado do grego que significa “tu¬ 
mor”. Os genes da segunda classe sao os genes supressores tu- 
morais. Nas segoes subsequentes, comentamos a descober- 
ta, as caracterfsticas e o significado de todas essas classes de 
genes relacionados com o cancer. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


* 


O cancer e um grupo de doengas em que ha descontrole do ciclo celular de crescimento e divisao 
Os canceres podem se desenvolver quando ha comprometimento do mecanismo de morte celular 

Os canceres sao causados por mutagoes de genes cujos produtos proteicos participam do 
controle do ciclo celular. 
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Oncogenes 


Muitos canceres sao decorrentes da superexpressao de 
alguns genes ou da atividade anormal de seus produtos 
proteicos mutantes. 

Os oncogenes constituem um grupo diverso de genes 
cujos produtos tem papeis importantes na regulagao de 
atividades bioqufmicas nas celulas, inclusive as atividades 
relacionadas com a divisao celular. Esses genes foram des- 
cobertos pela primeira vez nos genomas de virus de RNA 
capazes de induzir tumores em hospedeiros vertebrados. 
Mais tarde, os equivalentes celulares desses oncogenes vi- 
rais foram descobertos em muitos organismos diferentes, 
desde Drosophila ate seres humanos. 

RETROVIRUS INDUTORES DE TUMOR 
E ONCOGENES VIRAIS 

O conhecimento essencial sobre a base genetica do can¬ 
cer veio do estudo de virus indutores de tumor. Muitos 
desses virus tem um genoma constituido de RNA em vez 
de DNA. Depois de entrar em uma celula, o RNA viral e 
usado como molde para a sintese de DNA complemen- 
tar, que entao e inserido em uma ou mais posigoes nos 


cromossomos da celula. A sintese de DNA a partir de 
RNA e catalisada pela enzima viral transcriptase reversa. 
Essa inversao do fluxo normal de informagoes geneticas 
do DNA para o RNA levou os biologos a denominarem 
esses patogenos de retrovirus (Capitulo 17). 

O primeiro virus indutor de tumor foi descoberto em 
1910 por Peyton Rous; esse virus causava um tipo especial 
de tumor, ou sarcoma, no tecido conjuntivo de galinhas 
e desde entao foi denominado virus do sarcoma de Rous. 
As pesquisas modemas mostraram que o genoma de RNA 
desse retrovirus content quatro genes: gag, que codifica a 
proteina do capsidio do virion; pol, que codifica a transcrip¬ 
tase reversa; env, que codifica uma proteina do envoltorio 
viral; e v-src, que codifica uma proteina quinase que se in¬ 
sere nas membranas plasmaticas de celulas infectadas. A 
caracterfstica que distingue uma proteina quinase e a capa- 
cidade de fosforilar outras proteinas. Desses quatro genes, 
apenas o gene v-src e responsavel pela capacidade do virus 
de formar tumores. Um virus cujo gene v-src foi deletado e 
infeccioso, mas incapaz de induzir tumores. Genes como 
v-src causadores de cancer sao denominados oncogenes. 

Estudos com outros retrovirus indutores de tumor 
descobriram pelo menos 20 diferentes oncogenes virais, 
geralmente designados v-onc (Tabela 21.1). Cada tipo de 


Tabela 21.1 


Oncogenes retrovirais. 

Oncogene 

Virus 

Especie de hospedeiro 

Fungao do produto genico 

abl 

Virus da leucemia murina de Abelson 

Camundongo 

Proteina quinase tirosina-especifica 

erbA 

Virus da eritroblastose aviaria 

Galinha 

Analogo do receptor do hormonio tiredideo 

erbB 

Virus da eritroblastose aviaria 

Galinha 

Versao truncada do receptor do fator de 
crescimento epidermico (EGF) 

fes 

Virus do sarcoma felino ST 

Gato 

Proteina quinase tirosina-especifica 

fgr 

Virus do sarcoma felino de 
Gardner-Rasheed 

Gato 

Proteina quinase tirosina-especifica 

fms 

Virus do sarcoma felino de McDonough 

Gato 

Analogo do receptor do fator estimulador de 
colonias (CSF-1) 

fos 

Virus do osteossarcoma FJB 

Camundongo 

Proteina ativadora da transcrigao 

fps 

Virus do sarcoma de Fuginami 

Galinha 

Proteina quinase tirosina-especifica 

jun 

Virus do sarcoma aviario 17 

Galinha 

Proteina ativadora da transcrigao 

mil (mht) 

Virus MH2 

Galinha 

Proteina quinase serina/treonina-especffica 

mos 

Virus do sarcoma de Moloney 

Camundongo 

Proteina quinase serina/treonina-especifica 

myb 

Virus da mieloblastose aviaria 

Galinha 

Fator de transcrigao 

myc 

Virus da mielocitomatose MC29 

Galinha 

Fator de transcrigao 

raf 

Virus do sarcoma murino 3611 

Camundongo 

Proteina quinase serina/treonina-especifica 

H-ras 

Virus do sarcoma murino de Harvey 

Rato 

Proteina de ligagao a CTP 

K-ras 

Virus do sarcoma murino de Kirsten 

Rato 

Proteina de ligagao a GTP 

ret 

Virus da reticuloendoteliose 

Peru 

Fator de transcrigao 

ros 

Virus do sarcoma aviario URII 

Galinha 

Proteina quinase tirosina-especifica 

sis 

Virus do sarcoma simio 

Macaco 

Analogo do fator de crescimento derivado das 
plaquetas (PDGF) 

src 

Virus do sarcoma de Roux 

Galinha 

Proteina quinase tirosina-especifica 

yes 

Virus do sarcoma Y73 

Galinha 

Proteina quinase tirosina-especifica 
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oncogene viral parece codificar lima proteina que, teori- 
camente, poderia ter um papel de regulagao da expres¬ 
sao de genes celulares, inclusive daqueles participantes 
de processos de crescimento e divisao. Algumas dessas 
proteinas podem agir como sinais e estimular detemiina- 
dos tipos de atividade celular; outras podem agir como 
receptores e captar esses sinais ou como agentes intra- 
celulares e transmiti-los da membrana plasmatica para o 
nucleo; ainda outra categoria de proteinas de oncogenes 
virais podem agir como fatores de transcrigao e estimu¬ 
lar a expressao genica. Para conhecer as fungoes de duas 
dessas proteinas, use suas habilidades de pesquisa e res- 
ponda as questoes de Resolva! Os oncogenes virais v-erbB 
e v-fms. 

HOMOLOGOS CELULARES 
DE ONCOGENES VIRAIS | OS 
PROTO-ONCOGENES 

As proteinas codificadas por oncogenes virais sao seme- 
lhantes as proteinas celulares com fungoes reguladoras 
importantes. Muitas dessas proteinas celulares foram 
identificadas por isolamento do homologo celular do on¬ 
cogene viral. Por exemplo, o homologo celular do gene 
v-src foi obtido por busca em uma biblioteca de DNA ge- 
nomico produzida a partir de celulas de galinha nao in- 
fectadas. Para essa pesquisa, o gene v-src foi usado como 
sonda de hibridizagao para detectar clones de DNA re¬ 
combinante que poderiam emparelhar suas bases com 
ele. A analise desses clones constatou que as celulas de 
galinha contem um gene semelhante ao v-src, na verda- 
de, esta relacionado com ele em sentido evolulivo. Esse 
gene, porem, nao esta associado a um virus do sarcoma 
integrado e difere do gene v-src em um aspecto muito 
importante: contem introns. Ha, na verdade, 11 introns 
no homologo de galinha de v-src, mas nenhum no gene 
v-src propriamente dito. Essa descoberta surpreendente 
sugeriu que talvez v-src tivesse evoluido a partir de um 
gene celular normal e que, concomitantemente, tivesse 
perdido seus introns. 

Os homologos celulares de oncogenes virais sao de- 

o O 

nominados proto-oncogenes, ou as vezes, oncogenes celulares 


Resolva! 


Os oncogenes virais v-erbB e v-fms 

O gene v-erbB codifica uma versao truncada do receptor para 
o fator de crescimento epidermico (EGF), e o gene v-fms codi¬ 
fica um analogo do receptor para fator estimulador de colonias 
(CSF-1). Esses dois receptores sao proteinas transmembrana 
com um dominio de ligagao ao fator de crescimento no exterior 
da celula e um dominio de proteina quinase no interior. Como 
essas proteinas poderiam transferir um sinal do exterior para o 
interior da celula? 

► Leia a resposta doproblema no site 
http://gen-io. grupogen. com.br. 


normals, designados c-onc. Portanto, o liomologo celular 
de v-src e c-src. As sequencias codificadoras desses dois 
genes sao muito semelhantes, diferindo apenas em 18 
nucleotidios; v-src codifica uma proteina de 526 aminoa- 
cidos e c-src codifica uma proteina de 533 aminoacidos. 
Usando os genes v-onc como sondas, outros genes c-onc 
foram isolados de muitos organismos diferentes, entre 

O 7 

eles os seres humanos. Em regra, esses oncogenes celu¬ 
lares apresentam consideravel conservagao da estrutura. 
A Drosophila, por exemplo, tern homologos muito seme¬ 
lhantes dos oncogenes celulares de vertebrados c-abl, 
c-erbB , c-fps , c-raf c-ras e c-myb. A semelhanga de oncoge¬ 
nes de diferentes especies e uma forte indicagao de que 
as proteinas que eles codificam participam de importan¬ 
tes fun goes celulares. 

Por que os c-oncs tern introns, mas os v-oncs nao? A res¬ 
posta ntais plausivel e que v-oncs derivaram de c-oncs pela 
insergao de um mRNA de c-onc totalmente processado no 
genoma de um retrovirus. Entao, um virion que tern uma 
molecula recombinante desse tipo empacotada seria capaz 
de transduzir o gene c-onc sempre que infectasse outra celu¬ 
la. Durante a infeegao, haveria transcrigao reversa do RNA 
recombinante em DNA seguida por integragao aos cromos- 
somos da celula. O que seria mais util para um virus que um 
novo gene que estimula o crescimento de seu hospedeiro 
enquanto seu genoma integrado aproveita a carona? 

Em muitos casos, a aquisigao de um oncogene por 
um retrovirus foi acompanhada pela perda de algum 
material genetico viral. Como o material perdido e ne- 
cessario para a replicagao viral, esses virus oncogenicos 
so sao capazes de se reproduzir na presenga de um virus 
auxiliar. Nesse aspecto, assemelham-se aos bacteriofagos 
transdutores anomalos sobre os quais comentamos no 
Capitulo 8. 

Por que os v-oncs induzem tumores, mas os c-oncs nor¬ 
mals nao? Em alguns casos, parece que o oncogene viral 
produz muito mais proteinas que seu correspondente ce¬ 
lular, talvez em razao da ativagao da transcrigao por acen- 
tuadores inseridos no genoma viral. Em celulas tumorais 
de galinha, por exemplo, o gene v-src produz 100 vezes 
mais tirosina quinase que o gene c-src. E claro que esse 
grande suprimento de quinase perturba os delicados me- 
canismos sinalizadores que controlam a divisao celular, o 
que causa crescimento desregulado. Outros genes v-onc 
podem induzir tumores pela expressao de suas proteinas 
em ocasioes improprias ou pela expressao de formas alte- 
radas - ou seja, mutantes - dessas proteinas. 

ONCOGENES CELULARES 
MUTANTES E CANCER 

Os produtos dos c-oncs lent papeis essenciais na regulagao 
das atividades celulares. Consequentemente, a mutagao de 
um desses genes pode perturbar o equilibrio bioquimico de 
uma celula e coloca-la no caminho de se tornar cancerosa. 
Estudos de muitos tipos diferentes de canceres humanos 
moslraram que os oncogenes celulares mutantes estao asso- 
ciados ao desenvolvimento de um estado canceroso. 
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A primeira evidencia que relacionava o cancer a um 
c-orec mutante veio do estudo de urn cancer de bexiga hu- 
mano. A mutagao responsavel por esse cancer de bexiga 
foi isolada por Robert Weinberg e seus colegas por meio 
de um teste de transfecgdo (Figura 21.3). O DNA foi extrai- 
do do tecido canceroso e fragmentado em pequenos tre- 
chos; depois, cada trecho foi ligado a um segmento de 
DNA bacteriano, que serviu de marcador molecular. Os 
fragmentos de DNA marcados foram introduzidos, ou 
transfectados, em celulas em cultura para verificar se al- 
gum deles poderia transformar as celulas em um estado 
canceroso. Esse estado poderia ser reconhecido pela ten- 
dencia das celulas cancerosas a formar pequenos aglo- 
merados, ou focos, quando cultivadas em placas de agar 
semissolido. O DNA dessas celulas foi extraido e exami- 
nado para verificar se continha o marcador molecular 
relacionado com os fragmentos transfectantes originais. 
Em caso afirmativo, testava-se novamente a capacidade 
do DNA de induzir o estado canceroso. Depois de varios 
testes, a equipe de pesquisa de Weinberg identificou um 
fragmento de DNA do cancer de bexiga original respon¬ 
savel pela transformagao reprodutlvel de celulas culti- 
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■ FIGURA 21.3 Teste de transfecgao para identificar sequences de 
DNA capazes de transformar celuias normais em cancerosas. 


vadas em celulas cancerosas. Esse fragmento tinha um 
alelo do oncogene c-H-ras, homologo de um oncogene 
da linhagem Harvey do virus de sarcoma de rato. A ana- 
lise subsequente da sequencia de DNA mostrou que um 
nucleotidio no codon 12 desse alelo havia sofrido muta¬ 
gao, com a substituigao da glicina normalmente encon- 
trada nessa posigao na proteina c-H-ras por uma valina. 

Agora os geneticistas tem alguma nogao do mecanis- 
mo de transformagao cancerosa das celulas por essa mu¬ 
tagao. Ao contrario dos oncogenes virais, o gene c-H-ras 
mutante nao sintetiza quantidades anormalmente gran- 
des de protemas. Em vez disso, a substituigao da glicina 
por valina na posigao 12 compromete a capacidade da 
proteina c-H-ras mutante de hidrolisar um de seus subs- 
tratos, o trifosiato de guanosina (GTP). Em razao desse 
comprometimento, a proteina mutante e mantida em 
modo ativo de sinalizagao, transmitindo informagoes que 
acabam por estimular a divisao descontrolada das celulas 
(Figura 21.4). 

Versoes mutantes dos oncogenes c-ras foram encontra- 
das em um grande numero de diferentes tumores huma- 
nos, entre eles tumores do pulmao, do colon, da mama, 
da prostata e da bexiga, bem como em neuroblastomas 
(canceres das celulas nervosas), fibrossarcomas (cance- 
res do tecido conjuntivo) e teratocarcinomas (canceres 
que contem diferentes tipos celulares embrionarios). 
Em todos os casos, as mutagoes causam substituigoes de 
aminoacidos em uma destas tres posigoes: 12, 59 ou 61. 
Cada uma dessas substituigoes de aminoacidos compro¬ 
mete a capacidade da proteina Ras mutante de desativar 
seu modo de sinalizagao ativa. Portanto, esses tipos de 
mutagoes estimulam o crescimento e a divisao celular. 

Nesses tipos de cancer, apenas uma das duas copias do 
gene c-ras sofreu mutagao. O alelo mutante isolado e do- 
minante em sua capacidade de produzir o estado cance¬ 
roso. Mutagoes em c-ras e outros oncogenes celulares que 
levam ao cancer dessa maneira sao, portanto, ativadaras 
dominantes do crescimento celular descontrolado. 

As mutagoes ativadoras dominantes em oncogenes ce¬ 
lulares raramente sao herdadas na linhagem germinativa; 
a grande maioria delas ocorre espontaneamente no cor- 
po celular durante a divisao. Como o numero de divisoes 
celulares ao longo da vida hum an a e muito grande — mais 
de 10 16 - e inevitavel que ocorram milhares de mutagoes 
potencialmente oncogenicas, e se cada uma delas agis- 
se como um ativador dominante do crescimento celular 
descontrolado, o desenvolvimento de um tumor seria 
inevitavel. Muitas pessoas, porem, vivem durante muito 
tempo sem desenvolver tumores. A explicagao para esse 
paradoxo e que a mutagao de cada oncogene, por si so, 
raramente e capaz de induzir um estado canceroso. En- 
tretanto, quando ha mutagao de varios diferentes genes 
reguladores do crescimento, a celula nao e capaz de 
compensar seus efeitos separados, o crescimento torna-se 
desregulado e surge o cancer. Em muitos tumores, pelo 
menos uma dessas mutagoes prejudiciais esta em um on¬ 
cogene celular. Assim, esse grupo de genes tem um papel 
importante na etiologia do cancer humano. 
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■ FIGURA 21.4 Sinalizagao pela proteina Ras e cancer. A. O produto proteico normal do gene ras alterna entre os estados inativo e ativo, depen- 
dendo se esta ligado a GDP ou GTP. Sinais extracelu la res como fatores de crescimento estimuiam a conversao de Ras inativo em Ras ativo. Por 
intermedio de Ras ativo, esses sinais sao transmitidos a outras proteinas e, por fim, ao nucleo, onde induzem a expressao de genes participantes 
da divisao celular. Como essa sinalizagao e intermitente e regulada, a divisao celular ocorre de maneira controiada. B. A proteina Ras mutante 
existe principalmente no estado ativo. Essas protefnas transmitem seus sinais de maneira mais ou menos constante, levando a divisao celular 
descontrolada, a caracterlstica marcante do cancer. 


REARRANJOS 

CROMOSSdMICOS E CANCER 

Alguns tipos de cancer humano estao associados a rear- 
ranjos cromossomicos. Por exemplo, a leucemia mielo- 
genica cronica (CML) esta associada a uma aberragao do 
cromossomo 22. Esse cromossomo anormal foi original- 
mente descoberto na cidade de Philadelphia e, portan- 
to, e denominado cromossomo Philadelphia. A principio, 
acreditava-se que tivesse apenas uma delegao no brago 
longo; entretanto, a analise subsequente com tecnicas 
moleculares mostrou que o cromossomo Philadelphia 
e, na verdade, resultado da translocagao recfproca entre 
os cromossomos 9 e 22. (Veja a discussao sobre translo- 


cagoes no Capitulo 6.) Na translocagao Philadelphia, a 
extremidade do brago longo do cromossomo 9 uniu-se 
ao corpo do cromossomo 22, e a porgao distal do brago 
longo do cromossomo 22 uniu-se ao corpo do cromosso¬ 
mo 9 (Figura 21.5A). O ponto de quebra da translocagao 
no cromossomo 9 e o oncogene c-abl, que codifica uma 
tirosina quinase, e o ponto de quebra no cromossomo 22 
esta em um gene denominado bcr. Por translocagao, os 
genes bcr e c-abl foram unidos fisicamente, criando um 
gene de fusao cujo produto polipeptidico tern a termi- 
nagao amino da proteina Bcr e a terminagao carboxi da 
proteina c-Abl. Embora nao se compreenda exatamente 
por que, esse polipeptidio de fusao torna os leucocitos 
caneerosos. O mecanismo pode implicar a atividade da 
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■ FiGURA 21.5 Translocagoes implicadas em canceres humanos. A. A translocagao reciproca implicada no cromossomo Philadelphia que esta 
associado a leucemia mielogenica cronica. B, Uma translocagao reciproca implicada no linfoma de Burkitt. £ mostrado apenas o cromossomo 
translocado (14q +) que tern tanto o oncogene c-mycquanto os genes de cadeia pesada de imunoglobulina ( ICH ). 


tirosina quinase da protema c-Abl, que e rigorosamente 
controlada em celulas normals, mas e desregulada em ce- 
lulas que produzem o polipeptidio de fusao. Na verdade, 
a fungao da tirosina quinase da protema c-Abl foi ativada 
constitutivamente pela fusao do gene bcr/c-abl Portanto, 
essa fusao e um ativador dominante da tirosina quinase 
c-Abl. A desregulagao da tirosina quinase c-Abl causa fos- 
forilagao anormal de outras proteinas, entre elas algumas 
que participam do controle do ciclo celular. Em seu esta- 
do fosforilado, essas proteinas causam o crescimento e a 
divisao descontrolada das celulas. 

O linfoma de Burkitt e outro exemplo de cancer de 
leucocitos associado a translocagoes reciprocas. Essas 
translocagoes sempre abrangem o cromossomo 8 e um 


dos tres cromossomos (2, 14 e 22) que tern genes codifi- 
cadores dos polipeptidios que formam imunoglobulinas 
(tambem conhecidas como anticorpos; veja o Capitu- 
lo 20). As translocagoes dos cromossomos 8 e 14 sao as 
mais comuns (Figura 21.5B). Nelas, o oncogene c-myc no 
cromossomo 8 e justaposto aos genes para as cadeias pe- 
sadas de imunoglobulina (ICH) no cromossomo 14. Esse 
rearranjo resulta na superexpressao do oncogene c-myc 
em celulas que produzem cadeias pesadas de imunoglo¬ 
bulina - isto e, nas celulas B do sistema imune. O gene 
c-myc codifica um fator de transcrigao que ativa genes que 
promovem a divisao celular. Assim, a superexpressao de 
c-myc que ocorre em celulas com a fusao IGH/c-myc criada 
pela translocagao t8;14 torna essas celulas cancerosas. 


PONTOS ESSENCIAIS . Aiguns virus tern genes (oncogenes) capazes de induzir a formagao de turn,ares em animais 

• Os oncogenes virais sao homologos aos genes celulares (proto-oncogenes), que podem induzir 
tumores quando sao hiperexpressos ou quando sofrem mutagao para produzir proteinas com 
atividade anormal 

• As mutagoes em proto-oncogenes promovem ativamente a proliferagdo celular 

• Aiguns canceres estao associados a rearranjos cromossomicos que estimulam a expressao de 
proto-oncogenes ou que alteram a natureza de seus produtos proteicos. 


Genes supressores tumorais 

Muitos canceres envolvem a inativagao de genes cujos 
produtos tern papeis importantes na regulagao do ciclo 
celular. 

Os alelos normais de genes como c-ras e c-myc produzem 
proteinas que regulam o ciclo celular. Quando esses ge¬ 
nes sao hiperexpressos ou quando produzem proteinas 
que atuam como ativadores dominantes, a celula tende a 
se tornar cancerosa. Entretanto, o desenvolvimento com¬ 
plete de um estado canceroso costuma exigir outras mu- 
tag oes e, em geral, essas mutagoes afetam os genes que 


normalmente limitam o crescimento celular. Por isso, es¬ 
sas mutagoes definem uma segunda classe de genes rela- 
cionados com o cancer — os antioncogenes ou, como sao 
mais conhecidos, os genes supressores tumorais. 

cAnceres hereditArios e a hipotese 

DE DOIS EVENTOS DE KNUDSON 

Muitos genes supressores tumorais foram descobertos 
inicialmente pela analise de canceres raros nos quais a 
predisposigao ao desenvolvimento do cancer segue um 
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padrao dominante de heranga. Essa predisposigao se 
deve a heterozigosidade para uma mutagao hereditaria 
com perda de fungao no gene supressor tumoral. O can¬ 
cer so se desenvolve se houver uma segunda mutagao nas 
celulas somaticas e se essa mutagao desativar a fungao 
do alelo selvagem do gene supressor tumoral. Assim, o 
desenvolvimento do cancer requer duas mutagoes com 
perda de fungao — ou seja, dois “eventos” inativadores, 
um em cada copia do gene supressor tumoral. 

Em 1971, Alfred Knudson propos essa explicagao 
para a ocorrencia do retinoblastoma, um cancer do olho 
raro que acomete criangas. Na maioria das populagoes 
humanas, a incidencia de retinoblastoma e de aproxima- 
damente 5 em 100.000 criangas. A analise do heredogra- 
ma indica que em aproximadamente 40% dos casos ha 
uma mutagao hereditaria que predispoe ao surgimento 
do cancer. Os outros 60% nao estao associados a uma 
mutagao hereditaria especffica. Esses casos nao heredi¬ 
tarios sao ditos esporadicos. De acordo com analises esta- 
tisticas, Knudson propos que os casos de retinoblastoma, 
tanto hereditarios quanto esporadicos, sao provocados 
por inativagao das duas copias de um gene especifico 
(Figura 21.6). Nos casos hereditarios, uma das mutagoes 
inativadoras foi transmitida pela linhagem germinativa, 


e a outra ocorre durante o desenvolvimento dos tecidos 
somaticos do olho. Nos casos esporadicos, as duas mu¬ 
tagoes inativadoras ocorrem durante o desenvolvimento 
do olho. Assim, em qualquer tipo de retinoblastoma, sao 
necessarios dois “eventos” para desativar um gene que 
normalmente inibe a formagao de tumor no olho. 

Achados de pesquisa recentes comprovaram a hipo- 
tese de dois eventos de Knudson. Primeiro, constatou-se 
que varios casos de retinoblastoma estavam associados a 
uma pequena delegao no brago longo do cromossomo 
13. Portanto, e necessario que o gene que normalmente 
impede o retinoblastoma - simbolizado por RB - esteja 
localizado na regiao definida por essa delegao. Em segui- 
da, o mapeamento citogenetico mais preciso localizou o 
gene RB no locus 13ql4.2. Segundo, tecnicas de clona- 
gem posicional foram usadas para isolar um candidato a 
gene RB. Uma vez isolado, determinaram-se a estrutura, a 
sequencia e os padroes de expressao do gene. Terceiro, a 
estrutura do gene candidato foi examinada em celulas re- 
tiradas do tecido tumoral ocular. Conforme a previsao da 
hipotese de dois eventos de Knudson, as duas copias des- 
se gene foram inativadas nas celulas de retinoblastoma. 
Assim, o gene candidato parecia ser o verdadeiro gene 
RB. Por fim, experimentos de cultura celular demonstra- 
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■ FIGURA 21.6 Hipotese de dois eventos de Knudson para explicar a ocorrencia de casos hereditarios e esporadicos de retinoblastoma. Sao 
necessarias duas mutagoes inativadoras para eiiminar a fungao do gene RB. 
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ram que um cDNA do alelo selvagem do gene candidato 
poderia reverter as propriedades cancerosas das celulas 
tumorais cultivadas. Esses experimentos de reversao do 
cancer comprovaram, sem sombra de duvida, que o gene 
candidato era o verdadeiro gene supressor tumoral RB. 
Em seguida, constatou-se que o produto proteico desse 
gene — denominado pRB — e uma protema de expressao 
generalizada que interage com uma famflia de fatores de 
transcrigao participantes da regulagao do ciclo celular. 

Desde entao, a hipotese de dois eventos de Knudson 
foi aplicada a outros canceres hereditarios, entre eles 
tumor de Wilms, smdrome de Li-Fraumeni, neurofibro- 
matose, doenga de Hippel-Lindau e alguns tipos de can- 
ceres de colon e de mama (TabeLa 21.2). Em cada caso, 
ha participagao de um gene supressor tumoral diferente. 
Por exemplo, no tumor de Wilms, um cancer do sistema 
urogenital, o gene supressor tumoral e o WT1 localizado 
no brago curto do cromossomo 11; na neurofibromato- 
se, doenga caracterizada por tumores benignos e lesoes 
cutaneas, e o gene NF1 localizado no brago longo do cro¬ 
mossomo 17; e na polipose adenomatosa familiar, distur- 
bio caracterizado pela ocorrencia de numerosos tumores 
no colon, e o gene APC localizado no brago longo do 
cromossomo 5. Assim como o retinoblastoma, essas tres 
doengas sao raras, e apenas uma fragao dos casos obser- 
vados esta relacionada com mutagao hereditaria no gene 
supressor tumoral correspondente. Os demais casos sao 
provocados por duas mutagoes somaticas independentes 


nesse gene ou por mutagoes em outros genes supresso- 
res tumorais ainda nao identificados. Para conhecer as 
dimensoes geneticas da hipotese de dois eventos, leia 
Problema resolvido: Estimativa das taxas de mutagao em 
retinoblastoma. 

PAPtlS CELULARES DAS PROTEINAS 
SUPRESSORAS DE TUMOR 

Cerca de 1% dos canceres e hereditario. Entretanto, fo- 
ram identificadas mais de 20 diferentes smdromes de 
cancer hereditario, e em quase todas elas o defeito esta 
em um gene supressor tumoral, nao em um oncogene. 
As proteinas codificadas por esses genes supressores tu¬ 
morais atuam em diversos processos celulares, entre eles 
divisao, diferenciagao, morte celular programada e repa- 
ro do DNA. Nas segoes a seguir, apresentaremos algumas 
das proteinas supressoras de tumor que foram estudadas 
intensivamente. 

pRB 

Pesquisas recentes mostraram que a protema supressora 
de tumor RB participa da regulagao do ciclo celular. Em- 
bora o gene RB tenha sido descoberto por sua associagao 
com o retinoblastoma, as mutagoes nesse gene tambem 
estao associadas a outros tipos de cancer, entre eles car- 
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Fonte: Fearon, E. R. 1997. Human cancer syndromes: dues to the origin and nature of cancer. Science 278:1043-1050. 
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PROBLEMA RESOLVIDO 


Estimativa das taxas de mutagao em retinoblastoma 


PROBLEMA 

Alfred Knudson baseou sua hipotese de dois eventos do cancer em 
uma analise estatlstica do retinoblastoma. Os pacientes com reti¬ 
noblastoma (RB) podem ter tumores em um olho (RB unilateral) 
ou nos dois olhos (RB bilateral), e, em cada olho, pode haver mais 
de um tumor. Em pacientes que haviam herdado uma mutagao do 
gene RB de um dos pais, Knudson constatou que o numero total 
medio de tumores formados era tres, Alem disso, ele estimou que 
o numero total de retinoblastos - as celulas que formam a retina 
embrionaria - era de aproximadamente 2 milhoes em cada olho. Se 
cada tumor nesse grupo de pacientes for causado por outra muta¬ 
gao do gene RB nos primeiros 2 anos de vida - o segundo evento 
na hipotese de Knudson - qual sera a taxa de mutagao somatica do 
gene RB por ano? 

FATOS E CONCEITOS 

1. O retinoblastoma ocorre quando os dois genes RB sao inativados 
por mutagoes. 

2. Uma dessas mutagoes inativadoras pode ser herdada de um dos 
pais. 


3. Casos esporadicos de retinoblastoma ocorrem quando as duas 
mutagoes inativadoras surgem durante o desenvolvimento do 
olho. 

4. Quando dois eventos sao independentes, multiplicam-se as 
probabilidades de cada um para calcular a probabilidade de que 
ambos ocorram. 

AN ALISE E SOLUCAO 

Para estimar a taxa de mutagao somatica, e preciso determi- 
nar o numero de eventos de mutagao em comparagao com o 
numero total de chances desses eventos. O numero medio de 
tumores (tres) e uma estimativa do numero medio de eventos 
mutacionais. O numero de chances desses eventos e uma fungao 
do numero total de genes que podem softer mutagao e produzir 
um tumor: 1 gene RB* por celula em um paciente que ja herdou 
uma mutagao RB~ de um dos pais X 2 X 10 6 celulas por olho X 2 
olhos por paciente = 4 X 10 6 chances de um evento mutacional. 
Assim, a taxa de mutagao e 3/(4 X 10 6 ) - 7,5 X 10~ ; mutagoes 
ou, em uma base anual, 7,5 x 10 -7 mutagoes/2 anos = 3,7 x 
10~ 7 mutagoes/ano, 


cinoma pulmonar de pecjuenas celulas, osteossarcoma e 
carcinoma da bexiga, cervical e da prostata. Alem disso, 
camundongos homozigotos para uma mutagao knockout 
de RB morrem durante o desenvolvimento embrionario. 
Assim, o produto genico RB e essencial para a vida. 

O produto genico RB, simbolizado por pRB, e uma 
protema nuclear de 105 quilodaltons que participa da 
regulagao do ciclo celular. Dois genes homologos a RB 
foram encontrados em genomas de mamiferos, e seus 
produtos proteicos, pl07 e pl30 (nomeados segundo a 
massa em quilodaltons), tambem podem ter papeis estra- 
legicos na regulagao do ciclo celular. Nao se conhecem 
tumores humanos que tenliam mutagoes inativadoras em 
nenhum desses genes, e camundongos homozigotos para 
uma mutagao knockout em qualquer um deles nao apre- 
sentam fenotipo anormal. Entretanto, camundongos 
homozigotos para mutagoes knockout nesses dois genes 
morrem logo apos o nascimento. Desse modo, juntos, os 
membros pi07 e pi30 da familia RB de proteinas partici- 
pam de importantes processos celulares. 

Analises moleculares e bioquimicas esclareceram o pa- 
pel de pRB na regulagao do ciclo celular (Figura21.7).No 
inicio da fase G do ciclo celular, pRB liga-se as proteinas 
E2F, uma familia de fatores de transcrigao que contro- 
lam a expressao de varios genes cujos produtos condu- 
zem a celula ao longo de seu ciclo. Quando os fatores de 
transcrigao E2F estao ligados a pRB, nao podem se ligar a 
sequencias acentuadoras especificas em seus genes-alvo. 
Consequenlemente, os fatores do ciclo celular codifica- 
dos por esses genes nao sao produzidos, e o mecanismo 
de sintese de DNA e divisao celular se mantem latente. 


Mais adiante em G , pRB e fosforilada pela agao de qui- 
nases dependentes de ciclina. Nesse estado modificado, 
pRB libera os fatores de transcrigao E2F ligados a ela. 
Entao, esses fatores de transcrigao ficam livres para ativar 
seus genes-alvo, codificadores de proteinas que induzem 
o avango da celula para a fase Sea mitose. Apos a miLo- 
se, pRB e desfosforilada e cada celula-filha entra na fase 
latente de um novo ciclo celular. 

Esse avango ordenado e ritmico ao longo do ciclo ce¬ 
lular e perturbado nas celulas cancerosas. Em muitos ti- 
pos de cancer, nao so no retinoblastoma, ha inativagao 
das duas copias do gene RB, seja por delegoes, seja por 
mutagoes que reduzem ou extinguem a capacidade da 
proteina RB de se ligar a fatores de transcrigao E2F. A in- 
capacidade de pRB de se ligar a esses fatores de transcri¬ 
gao deixa-os livres para ativar os genes-alvo e dar partida 
no mecanismo de sintese de DNA e divisao celular. Na 
verdade, foi eliminado um dos freios naturais do proces- 
so de divisao celular. Na ausencia desse freio, as celulas 
tendem a avangar rapidamente no ciclo. Se outros freios 
do ciclo celular falharem, as celulas dividem-se incessan- 
temente e formam tumores. 

p53 

A proteina supressora de tumor de 53 quilodaltons 
p53 foi descoberta por seu papel na indugao de canceres 
por determinados virus de DNA. Essa proteina e codifi- 
cada por um gene supressor tumoral denominado TP53. 
Mutagoes hereditarias de TP53 estao associadas a sindro- 
me de Li-Fraumeni, um disturbio dominante raro no 
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■ FIGURA21.7 Papel de pRB no progresso do cicio celular. Por sua interagao negativa com os fatores de transcrigao E2F, pRB paralisa o cicio 
celular na fase G r A fosforilagao de pRB pelos compiexos ciclina/CDK libera as proteinas E2F para ativar seus genes-alvo, que codificam protei¬ 
nas uteis para que a celula ultrapasse o ponto de verificagao START e entre na fase S. 


qual pode se desenvolver qualquer urn dos varios tipos 
diferentes de cancer. Mutagoes somaticas que inativam 
as duas copias do gene TP53 tambem estao associadas a 
uma variedade de canceres. Na verdade, essas mutagoes 
sao encontradas na maioria dos tumores humanos. Por- 
tanto, a perda da fungao de p53 e uma etapa essencial na 
carcinogen ese. 

A protema p53 e um fator de transcrigao com 393 
aminoacidos constitufdo de tres dommios distintos: um 
dommio de ativagao de transcrigao N-terminal (TAD), 
um dommio central no cerne de ligagao ao DNA (DBD) 


e um dommio de homo-oligomerizagao C-terminal 
(OD) (Figura 2T.8A). A maioria das mutagoes inativado- 
ras de p53 esta localizada em DBD. Evidentemente, es¬ 
sas mutagoes comprometem ou extinguem a capacidade 
da p53 de se ligar a sequencias de DNA especfficas in- 
seridas em seus genes-alvo, assim impedindo a ativagao 
transcricional desses genes. Por tan to, mutagoes em DBD 
sao tipicamente recessivas com perda de fungao. Outros 
tipos de mutagoes sao encontrados na porgao OD do po- 
lipeptfdio. Moleculas de p53 com esses tipos de mutagao 
dimerizam-se com polipeptidios p53 de tipo selvagem e 
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■ FKiURA 21.8 A. Domfnios principals em p53.TAD = dominio de ativagao da transcricao; DBD - dominio de ligagao ao DNA; OD = dominio de 
oligomerizagao. Os numeros referem-se as posigoes do aminoacido no poiipeptidio. B. Papel de p53 na resposta celular a lesao do DNA. Foram 
identificadas duas vias de resposta. Em cada via, uma seta com ponta indica influencia positiva ou mudanga de diregao {p. ex., uma proteina e 
sintetizada ou fosforitada, uma proteina catalisa uma reagao ou um gene e expresso) e uma seta sem ponta indica influencia negativa (p. ex., 
repressao da sfntese ou atividade da proteina ou repressao de uma via). A barra que corta a seta indica que a influencia - positiva ou negativa 
- e bloqueada. 


impedem que os polipeptidios de tipo selvagem atuem 
como ativadores de transcrigao. Assim, mutagoes em OD 
tem efeito negativo dominante sobre a fungao da p53. 

A proteina p53 tem um papel essencial na resposta 
celular ao estresse (Figura 21.8B). Em celulas normals, o 
mvel da p53 e baixo, mas quando as celulas sao tratadas 
com um agente que cause danos ao DNA, como radia- 
gao, o nivel de p53 aumenta radicalmente. Essa resposta 


a lesao do DNA e mediada por uma via que diminui a 
degradagao de p53. Em resposta a lesao do DNA, p53 
e fosforilada e convertida em uma forma estavel e ativa. 
Uma vez ativada, p53 estimula a transcrigao de genes 
cujos produtos interrompem o ciclo celular, assim permi- 
tindo o reparo do DNA lesado, ou ativa outro conjunto 
de genes cujos produtos acabam por causar a morte da 
celula daniiicada. 
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Um fator preeminence em resposta a interrupgao do 
ciclo celular e p21, uma protema codificada per gene ali- 
vado pelo fator de transcrigao p53. A protema p21 e um 
inibidor dos complexos de protema ciclina/CDK. Quan- 
do p21 e sintetizada em resposta ao estresse celular, os 
complexos ciclina/CDK sao inativados e o ciclo celular 
e interrompido. Durante essa pausa, e possivel reparar 
o DNA celular lesado. Assim, p53 e responsavel pela ali- 
vagao de um freio no ciclo celular, que possibilita que 
a celula mantenha sua integridade genetica. As celulas 
sem p53 ativa tern dificuldade de empregar esse freio. 
Se essas celulas availgarem no ciclo celular e prossegui- 
rem para divisoes subsequentes, pode haver acumulo de 
outras mutagoes causadoras de descontrole. Portanto, 
muitas vezes a inativagao mutacional de p53 e uma etapa 
estrategica na via cancerigena. O texto Resolva! Abaixo 
da p53 desafia o leitor a imaginar o que aconteceria se 
p21 fosse inativada por mutagoes. 

A protema p53 tambem pode mediar outra resposta 
ao estresse celular. Em vez de orquest rar esforgos para re¬ 
parar os danos celulares, p53 pode desencadear uma res¬ 
posta suicida 11 a qual a celula danificada e programada 
para destruigao. O modo de programagao da morte ce¬ 
lular por p53 nao e bem compreendido. Um mecanismo 
parece implicar a protema produzida a partir do gene 
BAX. A protema BAX e antagonista de outra protema 
denominada BCL-2, que normalmente suprime a via de 
apoptose (morte celular). Quando o gene BAXe ativado 
por p53, sen produto proteico libera a protema BCL-2 de 
seu modo supressor. Essa liberagao aciona a via de apop¬ 
tose, e a celula prossegue para sua propria destruigao. 

Curiosamente, a protema p53 nao parece ter papel im¬ 
portance 11 a morte celular programada que ocorre duran¬ 
te a embriogenese. Camundongos homozigotos para mu¬ 
tagoes knockout em TP53 desenvolvem-se normalmente, 
embora sejam propensos a desenvolver tumores a medida 
que envelhecem. Assim, apesar de seu papel essencial na 
regulagao de respostas celulares ao estresse, p53 nao pare¬ 
ce influenciar o curso do desenvolvimento embrionario. 

pAPC 

A protema pAPC de 310 quilodaltons foi descoberta 
pelo estudo da poliposc adenomatosa do colon, disturbio 


esolva! 


Abaixo da p53 

A proteina p53 controla duas vias que respondem a lesao do 
DNA celular. Uma via interrompe 0 ciclo celular para permitir 
o reparo do DNA lesado. Essa via e desencadeada quando p53 
ativa o gene para p21, proteina que inibe as atividades de fos- 
forilagao das quinases dependentes de ciclina (CDK). Essa via 
seria operante em uma celula que tivesse mutagoes com perda 
de fungao nos dois genes p27? Explique sua resposta. Voce clas- 
sificaria 0 gene p27 como um gene supressor tumoral? 

► Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


hereditario que costuma levar ao cancer colorretal. Essa 
grande proteina, com 2.843 aminoacidos (Figura 21.9A), 
tern papel essencial no controle da renovagao das celulas 
no revestimento (epitelio) do intestino grosso. Embora 
os mecanismos reguladores desse processo nao sejam 
totalmente compreendidos, as informagoes atuais suge- 
rem que pAPC controla a proliferagao e a diferenciagao 
de celulas no epitelio intestinal. Em caso de perda da 
fungao de pAPC, as celulas geradoras das projegoes di- 
gitiformes no epitelio intestinal permanecem em estado 
indiferenciado. A medida que essas celulas continuant 
a se dividir, produzem mais celulas de seu proprio tipo, 
e o consequente aumento do numero de celulas leva 
ao surgimento de muitos tumores benignos pequenos 
no epitelio intestinal. Esses tumores sao denominados 
polipos ou adenomas, e a predisposigao a sua forntagao 
e herdada como um disturbio autossomico dominante 
conhecido como polipose adenomatosa familiar ( PAF ). Nos 
paises ocidentais, a frequencia 11 a populagao e de apro- 
ximadamente 1 em 7.000. 

Pacientes com Pi\F apresentam multiplos adenomas 
durante a adolescencia e ate pouco depois dos 20 anos. 
Embora os adenomas sejam inicialmente benignos, ha 
alta probabilidade de que pelo raenos um deles se trans- 
forme em um tumor maligno. Assim, os portadores de 
uma mutagao de PAF desenvolvem cancer colorretal em 
uma idade relativamente jovem; nos EUA, a idade media 
e de 42 anos. 

Multiplos adenomas desenvolvem-se no intestino de 
pessoas heterozigotas para uma mutagao de PAF porque 
o alelo A PC selvagem que elas tern sofre varias muta¬ 
goes durante a regeneragao natural do epitelio intesti¬ 
nal. Quando essas mutagoes ocorrem, as celulas perdem 
a capacidade de sintetizar protema pAPC funcional. A 
ausencia dessa protema libera um importante freio da 
proliferagao celular, e a divisao celular prossegue sem 
controle. Assim, a forntagao de varios tumores benignos 
no intestino de heterozigotos para PAF resulta da ocor- 
rencia independente de segundos “eventos” de mutagao 
nas celulas do epitelio intestinal. Os indivfduos sem mu¬ 
tagao para PAF raramente apresentam multiplos adeno¬ 
mas. Entretanto, podem surgir um ou alguns adenomas 
se, por acaso, os dois genes A PC fore m inativados por mu¬ 
tagoes somaticas. 

A proteina pAPC parece controlar a divisao celular 
por sua capacidade de ligagao a (3-catenina, proteina 
presente no interior das celulas. A [3-catenina tambem se 
liga naluralmente a outras proteinas, inclusive determi- 
nados fa to res de transcrigao que estimulam a expressao 
de genes cujos produtos proteicos promovem a divisao 
celular. As interagoes com esses fatores de transcrigao 
sao favorecidas quando sinais que chegant a superficie 
celular estimulam a divisao celular (Figura 21.9B). A pro¬ 
liferagao celular induzida por siital e um processo neces- 
sario no epitelio intestinal porque esse tecido perde uma 
quantidade enorme de celulas todos os dias - em seres 
humanos, cerca de 10 11 - e as celulas perdidas tern de ser 
substitut'd as por celulas novas geradas por divisao. Nor- 
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■ FiGUR.A 21.9 A. Dominios principais em pAPC. Os numeros referem-se as posigoes do aminoacido no polipeptfdio. B. Papet de pAPC no 
controle do ciclo cetuiar.A protefna pAPC influencaa o avango no ciclo celular por interagao com p-catenina, uma protelna que pode ativar os 
fatores de transcrigao LEF ou TCF. Em celulas jovens (etapas 2a, 3a), um sinal extraceiular ativa esses fatores de transcrigao e a divisao celular e 
estimulada. Em celulas maduras (etapas 2b, 3b), interagoes entre pAPC e p-catenina impedem a ativagao dos fatores de transcrigao e a divisao 
celular e inibida. 


malmente, as celulas recem-criadas perdem a capacidade 
de se dividir a medida que se afastam da parte generativa 
do epitelio e assumem seus papeis na parte madura do 
epitelio. Essa passagem do estado de divisao para o es- 
tado de nao divisao ocorre porque as celulas epiteliais 
maduras nao recebem os sinais extracelulares que esti- 
mulam a divisao celular. Na ausencia desses sinais, pAPC 
forma um compiexo com a p-catenina no citoplasma ce¬ 
lular, e a P-catenina no compiexo e destinada a degrada- 
gao. Como pAPC mantem baixos os niveis de p-catenina 


nas celulas maduras do epitelio intestinal, e pequena a 
chance de que a p-catenina se combine aos fatores de 
transcrigao que estimulam a divisao celular e os ative. As 
celulas com mutagoes em pAPC perdem a capacidade de 
controlar os mveis de p-catenina. Sem esse controle, elas 
preservam o vigor para divisao e nao se diferenciam cor- 
retamente em celulas epiteliais maduras. O resultado e 
o surgimento de um tumor no revestimento intestinal. 
Assim, as moleculas normais de pAPC tem papel impor- 
tante na inibigao da formagao de tumores no intestino. 





















590 Fundamentos de Genetica 


phMSH2 

A proteina phMSH2 e o homologo humano de uma 
proteina de reparo do DNA denominada MutS encon- 
trada em bacterias e leveduras. Sua participagao no 
cancer humano foi esclarecida pelo estudo do cancer co~ 
lorretal keredit&rio sem polipose ( HNPCC ), disturbio autos- 
somico dominante com frequencia populacional apro- 
ximada de 1 em 500. Ao contrario da PAF, o HNPCC 
e caracterizado por pequena quantidade de adenomas, 
e um deles da origem a um cancer. Nos EUA, a idade 
media de ocorrencia do cancer e de 42 anos, a mesma 
idade de surgimento de cancer maligno em pacientes 
com PAF. 

O gene hMSH2 foi relacionado com a heranga do 
HNPCC depois que pesquisadores constataram que as 
celulas nos tumores de HNPCC apresentam instabili- 
dade genetica geral. Nessas celulas, as sequencias de 
repetigoes de di e trinucleotfdios microssatelites (Ca¬ 
pital o 13} em todo o genoma apresentam variagoes 
frequentes de comprimento. Essa instabilidade e re- 
maniscente dos tipos de variagoes de sequencias de 
DNA observadas em bacterias com mutagoes dos ge¬ 
nes que controlam o reparo de erros de pareamento 
do DNA (Capitulo 13). O homologo humano de um 
desses genes bacterianos e mapeado no brago curto do 
cromossomo 2, um cromossomo que antes havia sido 
implicado no HNPCC por analise de ligagao. A analise 
de sequencia desse gene — designado hMSH2 — indicou 
que estava inativado em tumores removidos de alguns 
pacientes com HNPCC. Assim, foi mostrada a relagao 
causal entre a perda da fungao de hMSH2 e a instabi¬ 
lidade de todo o genoma observada em tumores do 
HNPCC. A analise subsequente mostrou que mutagoes 
da linhagem germinativa em hMS2, ou em tres outros 
homologos human os dos genes de reparo de erro de 
pareamento bacteriano, sao responsaveis pelos casos 
hereditarios de HNPCC. 


pBRCAl E pBRCA2 

Versoes mutantes dos genes supressores tumorais BRCA1 
e BRCA2 foram implicadas nos canceres de mama e ova- 
rio hereditarios. BRCA1 ioi mapeado no cromossomo 17 
em 1990 e isolado em 1994, e BRCA2 foi mapeado no cro¬ 
mossomo 13 em 1994 e isolado em 1995. Os dois genes 
codificam grand es proteinas; pBRCAl e um polipeptidio 
de 220 quilodaltons, e pBRCA2 e um polipeptidio de 
384 quilodaltons. Estudos celulares e bioquimicos mos- 
traram que cada proteina esta localizada nos nude os de 
celulas normais e que cada uma contem um dominio de 
ativagao de transcrigao. As proteinas pBRCAl e pBRCA2 
tambem contem um dominio que possibilita a interagao 
lisica com outras proteinas, em particular com pRADSl, 
um homologo eucariotico da proteina de reparo do DNA 
bacteriano conhecida como RecA. Assim, e provavel que 
pBRCAl e pBRCA2 participem de um dos muitos siste- 
mas que reparam o DNA lesado em celulas humanas. 

Tanto pBRCAl quanto pBRCA2 tern fungoes impor- 
tantes nas celulas. Camundongos homozigotos para uma 
mutagao knockout em um desses genes morrem precoce- 
mente durante a embriogenese. Na etiologia dos cance¬ 
res humanos, as proteinas pBRCAl e pBRCA2 mutantes 
parecem comprometer a capacidade de uma celula de 
detectar ou reparar o DNA lesado. 

Mutagoes nos genes BRCA1 e BRCA2 sao responsaveis 
por cerca de 7% dos casos de cancer de mama e 10% 
dos casos de cancer de ovario nos EUA. Para cada gene, 
a predisposigao ao desenvolvimento desses canceres e 
herdada como um alelo dominante com alta penetra- 
gao. O risco de cancer de mama e ovario e 10 a 25 vezes 
maior em por tad ores que em nao por tad ores; em algu- 
mas familias tambem e maior o risco de cancer de colon 
ou prostata. Por serem encontradas muitas diferentes 
mutagoes inativadoras de BRCA1 e BRCA2 na populagao 
humana, o aconselhamento genetico das familias que 
segregam essas mutagoes pode ser dificil (veja Em foco: 
Cancer e aconselhamento genetico). 


PONTOS ESSENCIAIS 


Os genes supressores tumorais foram descobertos por sua associa^ao com canceres hereditarios 
rams como retinoblastoma 


• A inativagao mutacional de vdrios genes supressores tumorais e caracteristica da maioria das 
formas de cancer 

• Sao necessaries dois eventos de mutagao para eliminar as duos copias funcionais de um gene 
supressor tumoral em uma celula 

• As proteinas codificadas por genes supressores tumorais tern papeis estrategicos na regulagdo do 
ciclo celular. 


Vias geneticas da carcinogenese 

Os canceres sao consequencia do acumulo de mutagoes Na maioria dos casos de cancer, a formagao de um tu- 

SOmatieas em proto- on cogenes e genes supressores tU- mor ma lig no nao e atribuivel a ativagao descontrolada 

de um unico proto-oncogene ou a inativagao de um uni- 


morais. 
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CANCER E ACONSELHAMENTO GENETICO 1 

A identificagao de mutagdes hereditarias em genes supresso- 
res tumorais inaugurou uma nova era no aconselhamento 
genetico. Com frequencia, os portadores dessas mutagoes 
estao sob alto risco de desenvolver tumores com possivel risco de 
morte, as vezes em uma idade relativamente precoce. Se os testes 
moleculares mostrarem que um indivi'duo tern um gene supres- 
sor tumoral mutante, pode-se instituir tratamento medico para 
reduzir a chance de um cancer letal. Por exemplo, uma crianga que 
tern mutagao do gene APC deve ser submetida periodicamente 
a colonoscopia, com retirada de lesoes intestinais suspeitas, ou 
uma mulher com mutagao dos genes BRCA pode ser submetida a 
mastectomia (retirada das mamas) ou ooforectomia (retirada dos 
ovarios) profilatica. 

Evidentemente, o resultado negativo do teste para um gene su- 
pressor tumoral mutante seria motivo de comemoragao - ao me- 
nos na mesma medida em que se pode confiar no teste. Para um 
gene grande com muitos alelos mutantes diferentes segregados na 
populagao, e dificil elaborar um teste com boa relagao custo-efica- 
cia para detectar mutagdes localizadas em outra parte do gene. 
Esses testes costumam basear-se na reagao em cadeia da polimer- 
ase, e a maioria deles destina-se a detectar alelos mutantes espe- 
cificos. Um individuo sob risco de ter um gene supressor tumoral 
mutante pode ser submetido a teste para mutagdes conhecidas 
- pelo menos as mais frequentes. Entretanto, o resultado negativo 
nao e definitivo porque o individuo pode ter uma mutagao 11 par¬ 
ticular ", isto e, que nunca foi identificada na populagao. 

A existencia de alelos particulars dificulta o aconselhamento 
relative a canceres hereditarios. Por exemplo, foram identificadas 
mais de 300 mutagoes diferentes no gene BRCA1, e cerca de 50% 
delas sao particulars. Se um paciente com historia familiar de 
cancer de mama solicitar avaliagao a um conselheiro genetico, que 
mutagdes ele deve pesquisar? As vezes dados de outros membros 
da familia ou informagoes do grupo etnico da pessoa podem ofe- 
recer pistas. Se determinado alelo mutante tiver sido detectado 
em outras pessoas da familia, o conselheiro deve solicitar o teste 
para esse alelo. Se alguns alelos mutantes forem caracteristicos 
do grupo etnico do individuo, o conselheiro deve solicitar o teste 
para eles. Em populagoes de judeus asquenazes, por exemplo, a 
frequencia de alguns alelos mutantes de BRCA1 e 8/?CA2chega a 


2,5%, enquanto a frequencia combinada de todos os alelos mu¬ 
tantes em populagoes brancas nao judias e de apenas 0,1%. As- 
sim, judeus asquenazes sob risco de cancer de mama ou ovario 
hereditario devem ser submetidos a teste para pesquisa dos alelos 
mutantes provavelmente segregados nas familias. 

O teste genetico para pesquisa de genes supressores tumorais 
mutantes suscita diversas questoes psicologicas. Nos casos em que 
nao existe tratamento, o individuo pode preferir nao se submeter 
ao teste porque a carga psicologica de se saber portador de um 
gene mutante com potencial letal pode ser opressiva, A conscien- 
cia de ser portador pode influenciar pianos de carreira e decisoes 
relativas a casamento e filhos. A perspectiva de morte precoce 
pode impedir que a pessoa assuma compromissos permanentes 
- com conjuge, filhos ou emprego - e a chance de transmitir um 
alelo mutante aos descendentes pode impedir que o individuo 
tenha filhos. A conscience da condigao de portador tambem pode 
influenciar outras pessoas, como parentes, amigos e colabo rad ores. 
Uma filha jovem cuja mae tern um teste positive para a mutagao 
de BRCA1 tern de comegar a lidar com a perspectiva de ser por- 
tadora, e o marido de uma mulher com uma mutagao de BRCA1 
tern de compartilhar a decisao da ooforectomia profilatica, que 
impediria o casal de gerar filhos. 

O teste para deteegao de genes supressores tumorais mutantes 
cria muitas questoes eticas. A quern devem ser revelados os re- 
sultados? Ao paciente? A familia do paciente? Aos pais? Aos 
filhos? Ao empregador? Ao locador do apartamento? A seguradora 
de saude? Que medidas a sociedade deve instituir para proteger 
a privacidade dos resultados do teste genetico? Que politicas os 
governos devem adotar para proteger as pessoas contra discrimi- 
nagao com base no genotipo? Quais seriam as modificagdes das 
politicas de seguro e emprego? Os direitos reprodutivos de indivi- 
duos com mutagdes nocivas devem ser limitados? Como em qual- 
quer avango tecnologico, a capacidade de detectar mutagdes em 
genes supressores tumorais nos deixa muitas duvidas sobre como 
devemos proceder.Atualmente, as respostas a essas perguntas es¬ 
tao longe de ser claras. 


bonder, Bruce. 1997. Genetic testing for cancer risk. Science 278: 
1050-1054. 


co gene supressor tumoral. Em vez disso, a formaqao de 
tumor, o crescimento e a metastase geralmente depen¬ 
dent do acumulo de mutagoes em varios genes diferen¬ 
tes. Desse modo, as vias geneticas da carcinogenese sao 
diversas e complexas. 

Podemos ver essa diversidade e complexidade tia 
formagao e no desenvolvimento de diferentes tipos de 
tumores. Por exemplo, tumores benign os do intestino 
grosso desenvolvem-se em indivfduos com mutagoes ina- 
Livadoras no gene APC. Entretanto, o avango desses tu¬ 
mores para canceres com potencial letal exige mutagoes 
em varios outros genes. Essa via de mutagao e resumida 


na Figura 21.10A. Mutagoes inativadoras do gene APC ini- 
ciam o processo de tumorigenese pelo desenvolvimento 
de tecidos anormais no epitelio intestinal. Esses tecidos 
anormais contem celulas displasicas - celulas com for- 
matos incomuns e nucleos aumentados - que podem se 
transformar em adenomas em estagio inicial. Se o pro¬ 
to-oncogene K-ms for ativado em um desses adenomas, 
o adenoma pode crescer e apresentar desenvolvimento 
mais completo. Mutagdes inativadoras em qualquer um 
dos varios genes supressores tumorais localizados no bra- 
go longo do cromossomo 18 podem entao induzir o pro¬ 
gress© adicional do adenoma, e mutagdes inativadoras 
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■ FIGURA 21.10 Vias geneticas da carcinogenese. 


no gene supressor tumoral TP53 no cromossomo 17 po- 
dem transforma-lo em um carcinoma com crescimento 
vigoroso. Outras mutagoes de gene supressor tumoral 
podem tornar possfvel que as celulas carcinomatosas es- 
capem e invadam outros tecidos. Assim, sao necessarias 
no minim o sete mutagoes independentes (dois eventos 
inativadores do gene APC, uma mutagao ativadora do 
gene K-ras, dois eventos inativadores em um gene supres¬ 
sor tumoral no cromossomo 18, e dois eventos inativado¬ 
res no gene TP53) para o desenvolvimento de um carci¬ 
noma intestinal, e provavelmente sao necessarias ainda 
mais mutagoes para que haja metastase desse carcinoma 
para outras partes do corpo. 

As vias geneticas do cancer de prostata tambem fo- 
ram esclarecidas (Figura 21.1 OB). As mutagoes em HPC1, 
gene do cancer de prostata hereditario localizado no 
brago longo do cromossomo 1, foram apontadas como 
origem de tumores da prostata. As mutagoes em outros 
genes supressores tumorais localizados nos cromosso- 
mos 13, 16, 17 e 18 podem transformar tumores da 
prostata em canceres metastaticos, e a superexpressao 
do proto-oncogene BCL-2 pode tornar esses canceres 
resistentes a terapia de privagao de androgenio, uma 
tecnica classica de tratamento do cancer de prostata. 
O hormonio esteroide androgenio e necessario para 
a proliferagao de celulas no epitelio prostatico. Na au- 
sencia de androgenio, essas celulas sao programadas 
para morrer. As celulas do tumor de prostata, porem, 


podem adquirir a capacidade de sobreviver na ausen- 
cia de androgenio, provavelmente porque um excesso 
do produto do gene BCL-2 reprime a via de morte celu- 
lar programada. Os canceres de prostata que avangam 
ate o estagio de independencia de androgenio sao qua- 
se sempre fatais. 

Douglas Hanahan e Robert Weinberg propuseram seis 
caracteristicas das vias cancerigenas: 

1. As celulas cancerosas adquirem autossufidencia nos proces- 
sos sinalizadores que estimulam a divisdo e o crescimento. 
Essa autossuficiencia pode ser causada por modifica- 
goes de fatores extracelulares que estimulam a divi- 
sao celular ou por modificagoes de qualquer parte 
do sistema que faz a transdugao desses estimulos ou 
traduz suas instrugoes em agao dentro da celula. No 
caso mais extremo, a autossuficiencia ocorre quando 
as celulas respondem a fatores de crescimento pro- 
duzidos por elas proprias, assim criando uma alga de 
feedback positiva que estimula a divisao celular inces- 
sante. 

2. As celulas cancerosas sao anormalmente insensweis a sinais 
inibidores do crescimento. A divisao celular e estimulada 
por varios sinais bioquimicos; entretanto, outros si¬ 
nais inibem a divisao celular. Em celulas normals, es¬ 
ses fatores opostos equilibram-se e a consequencia e 
o crescimento controlado. Nas celulas cancerosas, o 
crescimento e descontrolado porque ha supremacia 
dos sinais estimulantes. Durante o avango para malig- 
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nidade, as celulas cancerosas perdem a capacidade de 
responder corretamente aos sinais inibidores do cres¬ 
cimento. Por exemplo, as celulas nos adenomas intes- 
tinais nao respondem mais a TGFp, uma proteina que 
instrui pRB a bloquear o avango ao Ion go do ciclo ce¬ 
lular. Quando esse bloqueio falha, as celulas avangam 
de G para S, replicam seu DNA e se dividem. Entao, 
essas celulas estao a caminho de formar um tumor ma- 
ligno. 

3. As celulas cancerosas podem escapar da morte celular pro- 
gramada. Como vimos, p53 tem papel essencial na 
protegao de um organismo contra o acumulo de ce¬ 
lulas lesadas que poderiam por em risco sua vida. Por 
meio de mecanismos que ainda nao sao totalmente 
compreendidos, p53 envia as celulas lesadas para 
uma via de destruigao que as elimina do organismo. 
Quando ha disfungao de p53, essa via de autodestrui- 
gao e bloqueada, e as celulas lesadas sobrevivem e se 
multiplicam. Essas celulas tendem a produzir descen- 
dentes ainda mais anormais que elas proprias. Con- 
sequentemente, linhagens derivadas de celulas lesa¬ 
das tendem a progredir para um estado canceroso. 
Portanto, a capacidade de escapar da morte celular 
programada e uma caracteristica essencial no avango 
para o cancer maligno. 

4. As celulas cancerosas adquirem potencial ilimitado de replica- 
gdo. As celulas normals sao capazes de se dividir cerca 
de 60 a 70 vezes. Essa limitagao e causada pela perda 
diminuta, mas inexoravel, de DNA das extremidades 
de cromossomos a cada vez que o DNA e replicado 
(Capitulo 10). O efeito acumulativo dessa perda im- 
poe um limite para a capacidade reprodutiva de todas 
as linhagens celulares. As celulas que ultrapassam o 
limite reprodutivo tornam-se geneticamente instave is 
e morrem. As celulas cancerosas transcendem esse 
limite pela reposigao do DNA perdido. Isso ocorre 
por aumento da atividade da enzima telomerase, que 
acrescenta sequencias de DNA as extremidades dos 
cromossomos. Quando as celulas adquirem poten¬ 
cial ilimitado de replicagao por superarem a perda de 
DNA nas extremidades dos cromossomos, diz-se que 
estao imortalizadas. 

5. As celulas cancerosas desenvolvem mecanismos de auto- 
nutrigdo. Todo tecido de um organismo multicelular 
complexo necessita de um sistema vascular que leve 
nutrientes ate ele. Em seres humanos e outros animais 
vertebrados, o sistema circulatorio e responsavel por 
essa fungao. As celulas de tumores pre-malignos nao 
apresentam crescimento agressivo porque nao sao 
alimentadas diretamente pelo sistema circulatorio. 
Entretanto, quando os vasos sangumeos sao induzi- 
dos a crescer entre essas celulas, por um processo de- 
nominado angiogenese - o tumor e nutrido e pode se 
expan dir. Assim, uma etapa essencial no avango para 
o cancer e a indugao do crescimento de vasos sangui- 


neos pelas celulas do tumor. Conhecem-se muitos 
fatores indutores ou inibidores da angiogenese. Em 
tecidos normals, esses fatores sao mantidos em equi- 
lfbrio de maneira que os vasos sangumeos cresgam 
apropriadamente no corpo; em tecidos cancerosos, o 
equilibrio e desviado em favor dos fatores indutores, 
que estimulam o surgimento de vasos sangumeos. 
Depois do crescimento de capilares, o tumor dispoe 
de um meio seguro de nutrigao; assim, pode nutrir-se 
e crescer ate um tamanho em que se torna um perigo 
para o organismo. 

6. As celulas cancerosas adquirem a capacidade de invadir e 
colonizar outros tecidos. Mais de 90% das mortes por can¬ 
cer sao causadas por metastase de cancer para outras 
partes do corpo. Quando os tumores metastatizam, as 
celulas cancerosas se desprendem do tumor primario 
e seguem na corrente sanguinea ate outro local, onde 
estabelecem uma relagao nova, duradoura e, por fim, 
letal com as celulas adjacentes. Para que esse processo 
ocorra e preciso que haja modificagoes profundas na 
superficie das celulas cancerosas. Quando isso aeon- 
tee e, podem surgir tumores secundarios em tecidos 
muito distantes do tumor primario. E dificilimo con- 
trolar e erradicar os canceres que se disseminaram 
desse modo. Portanto, a metastase e a ocorrencia mais 
grave no avango de um cancer. 

Muitos estudos determinaram que a mutagao soma- 
tica e a base do desenvolvimento e do avango de todos 
os tipos de cancer. A medida que um cancer avanga em 
diregao a malignidade, suas celulas tornam-se cada vez 
mais descontroladas. Ha acumulo de mutagoes, e pode 
haver perda de cromossomos inteiros ou de segmentos 
de cromossomos. Essa instabilidade genetica aumenta a 
probabilidade de desenvolvimento de cada uma das ca- 
racteristicas supracitadas. 

Em vista da importancia de mutagoes somaticas na 
etiologia do cancer, os fatores que aumentam a taxa de 
mutagao aumentam a incidencia de cancer. Atualmente 
muitos pafses mantem programas de pesquisa para iden- 
tificar agentes mutagenicos e carcinogenicos (veja os co- 
mentarios sobre o teste de Ames para identificar mu tag e- 
nos quimicos, no Capitulo 13). Quando esses agentes sao 
identificados, as autoridades de saude publica elaboram 
politicas para reduzir ao minimo a exposigao humana a 
eles. Nenhum ambiente, porem, esta totalmente livre de 
carcinogenos, e e dificil mudar comportamentos huma¬ 
nos que contribuem para o risco de cancer, como taba- 
gismo, exposigao excessiva ao sol e consumo de alimentos 
ricos em gordura e pobres em fibras. O conhecimento so¬ 
bre os processos causadores de cancer avangou bastante. 
No futuro, podemos esperar que essa compreensao pro- 
mova estrategias mais eficazes de prevengao e tratamento 
do cancer. 
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PONTOS ESSENCIAIS . 

* 

* 

* 


Diferentes tipos de cancer estdo associados a mutaQoes em diferentes genes 

As celulas cancerosas podem, estimular o propria crescimento e divisdo 

As celulas cancerosas ndo respondent a fat ores que inibem o crescimento celular 

As celulas cancerosas podem escapar dos mecanismos naturals que destroem celulas anormais 

As celulas cancerosas imortalizadas sdo capazes de se dividir incessantemente 


Os tumores podem expandir-se quando induzem o crescimento de vasos sangufneos em seu 
interior para nutri^do das suas celulas 

As celulas cancerosas metastdticas podem invadir e colonizar outros tecidos. 


Exercicios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Que ponto de verificagao do ciclo celular impede a 
replicagao do DNA lesado em uma celula? 

Resposta: O ponto de verificacao STAR T no meio da fase 
Gj do ciclo celular. 

2. (a) Em que classe de genes as mutagoes dominan- 
tes com ganho de fungao causam cancer? (b) Em 
que classe de genes as mutagoes recessivas com per- 
da de fungao causam cancer? 

Resposta: (a) Oncogenes, (b) Genes supressores tumo- 
rais. 

3. For que alguns rearranjos cromossomicos causam 
cancer? 

Resposta: Os pontos de quebra desses rearranjos frequen- 
temente justapoem urn oncogene celular a um pro¬ 
motor que estimula a expressao intensiva do onco¬ 


gene. A superexpressao do produto genico pode 
causar a divisao e o crescimento celular excessivos. 

4. O cancer intestinal ocorre em individuos com mu¬ 
tagoes inativadoras do gene APC. Explique como 
tambem poderia ocorrer em individuos com muta¬ 
goes do gene da p-catenina. 

Resposta: Uma mutaqao que impedisse especificamente 
a ligagao da p-catenina a pAPG poderia causar can¬ 
cer. A p-catenina que nao se ligasse a pAPC estaria 
disponrvel para se ligar aos fatores de transcrigao 
que estimulam a expressao de genes cujos produtos 
promovem a divisao e o crescimento celular. 

5. Que gene supressor tumoral sofre mutagao com 
maior frequencia em canceres humanos? 

Resposta: TP53, o gene que codifica p53. 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 

1. Um oncogene no genoma de um retrovirus tern 
alta probabilidade de causar cancer, mas um onco¬ 
gene em sua posigao cromossomica normal, nao. 
Se esses dois oncogenes codificam exatamente o 
mesmo polipeptidio, como podemos explicar suas 
diferentes propriedades? 

Resposta: Existem pelo memos tres possibilidades. Uma 
(A) e que o virus apenas acrescenta inais copias do 
oncogene a celula e que, juntas, essas produzem 
quantidade excessiva do polipeptidio. O excesso de 
polipeptidio poderia causar divisao celular descon- 
trolada, ou seja, cancer. Outra possibilidade (B) e 
que o oncogene viral seja expresso incorretamente 
sob o controle de acentuadores no DNA viral. Esses 


acentuadores poderiam desencadear a expressao 
do oncogene no momento errado ou sua supe¬ 
rexpressao constitutiva. Nos dois casos, o polipep- 
tidio seria produzido incorretamente e, portanto, 
poderia perturbar os controles normais da divisao 
celular. Uma terceira possibilidade (C) e que a in- 
tegragao do virus aos cromossomos da celula infec- 
tada poderia por o oncogene viral proximo de um 
acentuador no DNA cromossomico e que esse acen- 
tuador poderia acarretar a expressao incorreta. As 
tres explicagoes enfatizam a ideia de que a expres¬ 
sao de um oncogene tern de ser regulada correta- 
mente. A expressao incievida ou excessiva poderia 
causar divisao celular descontrolada. 
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0 virus acrescenta mais copias do oncogene a celula 
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Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analftica 


21.1 Muitos canceres parecem eslar relacionados com 
fatores ambientais. Por que, entao, o cancer e de- 
nominado doenga genetica? 

21.2 Tan to as celulas embrionarias quanto as celulas 
cancerosas dividem-se com rapidez. Como e possf- 
vel distinguir esses dois tipos de celulas? 

21.3 A maioria das celulas cancerosas e aneuploide. Su- 
gira o mecanismo pelo qual a aneuploidia poderia 
contribuir para o descontrole do ciclo celular. 

21.4 Voce esperaria encontrar um retrovirus indutor de 
tumor que tivesse um gene supressor tumoral celu¬ 
lar processado em seu genoma? 

21.5 C Homo sabemos que os oncogenes celulares nor- 
mais nao sao simples oncogenes retrovirais inte- 
grados que adquiriram capacidade de autorregu- 
lagao? 

21.6 Como a ausencia de fntrons em um oncogene re¬ 
troviral poderia explicar a super exp ressao desse 
gene nos tecidos de um animal infectado? 


21.7 Quando oncogenes celulares sao isolados de dife- 
rentes animais e comparados, constata-se que as 
sequencias de aminoacidos dos polipeptfdios codi- 
ficados por ele sao muito semelhantes. O que isso 
sugere sobre as fungdes desses polipeptfdios? 

21.8 A maioria dos oncogenes c-ms obtidos de tecido 

o 

canceroso tern mutagoes no codon 12, 59 on 61 da 
sequencia codificadora. Proponha uma explica- 
gao. 

21.9 Quando um oncogene c-H-ran mutante com substi- 
tuigao de glicina por valina no codon 12 e transfec- 
lado em celulas NIH 3T3 cultivadas, transforma-as 
em celulas cancerosas. Isso nao ocorre quando o 
mesmo oncogene mutante e transfectado em celu¬ 
las embrionarias cultivadas. Por que? 

21.10 Uma mutagao no oncogene celular ras pode cau- 
sar cancer em condigao heterozigota, mas uma 
mutagao no gene supressor tumoral IiB so causa 
cancer em condigao homozigota. O que essa di- 
ferenga entre mutagoes dominantes e recessivas 
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indica sobre os papeis dos produtos dos genes ras 
e RB em atividades celulares normais? 

21.11 Explique por que as pessoas com retinoblastoma 
nao hereditario geralmente tern tumor em um 
so olho, enquanto as pessoas com retinoblastoma 
hereditario geralmente desenvolvem turn ores nos 
dois olhos. 

21.12 Aproximadamente 5% das pessoas que herdam 
um gene RB inativado nao desenvolvem retino¬ 
blastoma. Use esse dado estatistico para estimar o 
numero de divisoes celulares que formam o tecido 
retiniano do olho. Suponha que a frequencia com 
que mutagoes somaticas inativam o gene RB seja 
de uma mutagao por 10 f ’ divisoes celulares. 

21.13 Canceres hereditarios como retinoblastoma apre- 
sentam um padrao de heranga dominante. Entre- 
tanto, o defeito genetico de base e uma mutagao 
recessiva com perda de fungao, frequentemente 
consequencia de uma delegao. Como seria possf- 
vel conciliar o padrao de heranga dominante com 
a natureza recessiva da mutagao? 

21.14 O heredograma a seguir mostra a heranga de can¬ 
cer ovariano familiar causado por mutagao do 
gene BRCAL E recomendavel que II-l faga o tes¬ 
te para detecgao da mutagao predisponente? Co- 
mente as vantagens e as desvantagens do teste. 


I 

II 
Hi 



^ Cancer ovariano 
O Normal 


21.15 Em que sentido pRB e um regulador negativo de 
fatores de transcrigao E2F? 

21.16 Determinado fator de transcrigao E2F reconhece 
a sequencia TTTCGCGC no promotor de seu ge- 
ne-alvo. Uma mutagao sensivel a temperatura no 
gene codificador do fator de transcrigao E2F altera 
a capacidade dessa protema de ativar a transcrigao; 
a 25 D C, a protema mutante ativa a transcrigao nor- 
malmente, mas, a 35°C, nao ha ativagao da trans¬ 
crigao. No entanto, a capacidade da protema de 
reconhecer sua sequencia-alvo de DNA nao e com- 
prometida em nenhuma temperatura. Pode-se es- 
perar que celulas heterozigotas para essa mutagao 
sensivel a temperatura dividam-se normalmente a 
25°C? E a 35°C? As respostas seriam diferentes se a 
protema E2F atuasse como homodfmero? 

21.17 Durante o ciclo celular, a protema pi6 e um ini- 
bidor da atividade de ciclina/CDK. Preveja o fe¬ 
notipo de celulas homozigotas para uma mutagao 
com perda de fungao no gene codificador de pi6. 
Esse gene seria classificado como proto-oncogene 
ou como gene supressor tumoral? 


21.18 O gene BCL-2 codifica uma protema que reprime 
a via de morte celular programada. Preveja o fe¬ 
notipo de celulas heterozigotas para uma mutagao 
ativadora dominante nesse gene. O gene BCL-2 se¬ 
ria classificado como proto-oncogene ou como 
gene supressor tumoral? 

21.19 O produto proteico do gene BAX regula negativa- 
mente o produto proteico do gene BCL-2 — isto e, 
a protema BAX interfere na fungao da protema 
BCL-2. Preveja o fenotipo de celulas homozigotas 
para uma mutagao com perda de fungao no gene 
BAX. Esse gene seria classificado como proto-on- 
cogene ou como gene supressor tumoral? 

21.20 As celulas cancerosas frequentemente sao homozi¬ 
gotas para mutagoes com perda de fungao no gene 
TP53, e muitas dessas mutagoes sao mapeadas na 
porgao de TP53 que codifica o dommio de ligagao 
ao DNA de p53. Explique como essas mutagoes 
contribuem para o fenotipo canceroso das celulas. 

21.21 Suponha que uma celula seja heterozigota para 
uma mutagao que causou a uniao firme e constitu- 
tiva de p53 ao DNA de seus genes-alvo. Como essa 
mutagao afetaria o ciclo celular? Essa celula seria 
mais ou men os sensivel aos efeitos da radiagao io- 
nizante? 

21.22 Camundongos homozigotos para uma mutagao 
knockout do gene TP53 sao viaveis. Esses camun¬ 
dongos seriam mais ou menos sensfveis aos efeitos 
exterminadores da radiagao ionizante? 

21.23 Mutagoes cancerfgenas do gene ARC deveriam 
aumentar ou reduzir a capacidade de ligagao de 
pAPC a 3-catenina? 

21.24 Camundongos heterozigotos para uma mutagao 
knockout do gene RB desenvolvem tumores hipo- 
fisarios e tireoideos. Camundongos homozigotos 
para essa mutagao morrem durante o desenvolvi- 
mento embrionario. Camundongos homozigotos 
para uma mutagao knockout do gene codificador 
do homologo pl30 de RB e heterozigotos para 
uma mutagao knockout do gene codificador do ho¬ 
mologo pl07 de RB nao apresentam tendencia a 
desenvolver tumores. Entretanto, camundongos 
homozigotos para mutagoes knockout nesses dois 
genes morrem durante o desenvolvimento em¬ 
brionario. O que esses achados sugerem sobre os 
papeis dos genes RB, pl39e pl07 em embrioes e 
adultos? 

21.25 Demonstrou-se que o risco de cancer colorretal e 
maior em individuos com dieta pobre em fibras e 
rica em alimentos gordurosos. A dieta pobre em 
fibras e rica em gordura pode irritar o epitelio de 
revestimento do intestino grosso. Como essa irrita- 
gao contribuiria para o risco aumentado de cancer 
colorretal? 
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21.26 O RNA mensageiro do gene KAI1 e fortemente 
expresso em tecidos prostaticos normals, porem 
fracamente expresso em linhagens celulares de- 
rivadas de canceres de prostata metastaticos. O 
que esse achado sugere sobre o papel do produ- 
to genico KAI1 na etiologia do cancer de pros¬ 
tata? 


21.27 A protema p21 e fortemente expressa em celulas 
irradiadas. Pesquisadores concluiram que essa forte 
expressao e estimulada por ativagao transcricional 
do gene p21 pe la protema p53 que atua como fator 
de transcrigao. Essa hipotese condiz com a observa- 
gao de que a expressao de p21 e induzida por radio- 
terapia em camundongos homozigotos para uma 
mutagao knockout do gene TP53? Explique. 


Genomica na W eb em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


A smdrome de Hippel-Lindau e caracterizada por cancer 
renal. A mutagao do gene supressor tumoral VHL e fre- 
quente nesse tipo de cancer. 

1. Pesquise nos bancos de dados do NCBI informagoes 
sobre o gene VHL. Qual e sua localizagao no genoma? 
QueiI e o comprimento de seu produto polipeptidico? 
As diferentes isoformas da protema VHL sao criadas 
por recomposigao alternativa? 

2. A protema VHL interage fisicamente com outras 
protemas dentro das celulas. Um dos elementos de 
interagao e a protema de ligagao de Hippel-Lindau, 
VBP1. Pesquise nos bancos de dados o gene que co- 
difica essa protema. Onde esta localizado esse gene? 
Qual e o comprimento do polipeptidio VBP1? Como 
esse polipeptidio parece agir dentro das celulas? 


3. A protema VHL participa das vias bioquimicas den¬ 
tro das celulas. Procure a segao Pathways na pagina 
de VHL e clique em KEGG pathway: renal cell carci¬ 
noma para identificar o local de agao da protema 
VHL. Qual e o seu papel nas celulas renais? Com que 
protemas ela interage? 

4. Existem homologos do gene VHL nos genomas do 
rato e do camundongo. Use a fungao Map Viewer 
na segao Homology da pagina de VHL para localizar 
esses homologos. Em que cromossomos eles estao? 
A regiao em torno desses homologos e semelhante 
nos tres organism os: rato, camundongo e ser huma- 
no? O que a estrutura dessa regiao cromossomica 
nos tres organismos sugere acerca do processo evo- 
lutivo? 


Heranga de Caracteristicas 
Complexas 




Caracteristicas complexas 

Estatfstica em genetica quantitativa 

Analise de caracteristicas quantitativas 

Correlates e litre pa rentes 

Genetica quantitativa de caracteristicas 
comportamentais humanas 

Doenga cardiovascular | 

Uma combina^ao de fatores 
geneticos e ambientais 

Em uma manha de sabado, no fim do mes de dezembro, Paul Res¬ 
ton, 47 anos, professor de biologia em uma escola de ensino medio 
de uma area residencial nos arredores de Pittsburgh, Pennsylvania, 
corrigia provas. Ele estava um pouco cansado e sentia um leve des- 
conforto gastrico, alem de uma dor fraca no brago e no ombro es- 
querdos. Esses sintomas persistiram por alguns dias. A principio, o Sr. 
Reston acreditou que tivesse uma gripe leve, mas a dor no brago e 
no ombro sugeria outra possibilidade: um infarto. Essa hipotese pa- 
receu mais real quando ele lembrou que seu pai morrera por infarto 
do miocardio subito ha muitos anos, ainda relativamentejovem, aos 
45 anos. Depois de falar ao telefone com um enfermeiro da clfnica 
de saude local, o Sr. Reston pediu que seu filho o levasse ate um hos¬ 
pital proximo, onde passou duas horas no pronto-socorro. O medico 
solicitou uma serie de exames para avaliar o quadro. Os batimentos 
cardfacos eram regulares, a pressao arterial era normal, e nao ha- 
via anormalidades ao eletrocardiograma. Os exames bioquimicos 
para diagnostico de lesao cardiaca tambem foram negativos. Alem 
disso, exceto por uma historia familiar de cardiopatia, o Sr. Reston 
nao apresentava outros fatores de risco importantes. Ele nao esta¬ 
va acima do peso, nao fumava e exercitava-se com regularidade. O 
medico liberou o Sr. Reston, mas orientou-o a voltar ao hospital na 
semana seguinte para fazer um exame de estresse cardlaco. Na se- 
gunda-feira subsequente, sua fungao cardiaca foi avaliada enquanto 
ele corria na esteira. Os resultados foram bons e, de acordo com 
eles, o cardiologista conciuiu que o risco de um infarto do miocardio 
fatal era menor que 1%. 


Apesar da historia familiar de cardiopatia, o risco dessa 
doenga no Sr. Reston era baixo. O cardiologista explicou que 
a doenga cardiaca e uma caracterfstica complexa influenciada 
por muitos fatores: alimentagao, atividade fisica e tabagismo, 
por exemplo, alem de um grande numero de genes. Como o pai 
do Sr. Reston morrera vitima de um infarto do miocardio, ele po- 
deria ter herdado genes que o pusessem em risco. No entanto, o 
cardiologista enfatizou que a doenga cardiaca nao e herdada como 
uma caracterfstica mendeliana simples, mas requer a interagao de 
muitos fatores geneticos e ambientais diferentes. 



Angiografia colorida do coragao que mostra o estreitamento de uma 
das arterias coronarias (centro a esquerda). Sem tratamento, essa 
situagao pode levar a um infarto do miocardio. 
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Cara ctenstie as com plexas_ 

Experimentos de cruzamento e comparagoes entre pa- 
rentes mostram que fenotipos complexos podem ser in- 
fluenciados por uma combinagao de fatores geneticos e 
ambientais. 

Muitas caractenstieas, como a suscetibilidade a doen- 
gas, tamanho do corpo e varios aspectos do comporta- 
mento, nao apresentam padroes simples de heranga. 
Todavia, sabemos que os genes influenciam esses tipos 
de caracterfsticas. Uma indicagao e qite individuos com 
relagao genetica sao semelhantes. Percebemos essas se- 
melhangas entre irmaos, entre pais e filhos e, as vezes, 
entre parentes mats distantes. O caso extremo e o de 
gemeos monozigoticos - gemeos desenvolvidos a partir 
de um so ovocito ferdlizado. A semelhanga entre esses 
gemeos e surpreendente, tanto em comportamento 
quanto em aparencia. Outra indicagao da influencia 
genetica e que esses tipos de caractenstieas respondent 
ao cruzamento seletivo. Na agropecuaria, vegetais e ani- 
mais foram modelados pela propagaqao de individuos 
com caracterfsticas desejaveis - maior teor de pro tenia, 
menor gordura corporal, maior produtividade, resisten- 
cia a doengas, e assim por diante. Essa capacidade de 
modificar fenotipos por cruzamento seletivo indica que 
as caractenstieas tern base genetica, Em geral, porem, 
essa base genetica e complexa. 11a participagao de va¬ 
rios ou muitos genes, e e diffcil distinguir os efeitos indi¬ 
viduals por analise genetica convencional. Desse modo, 
sao necessarias outras tecnicas para estudar a heranga 
de caracterfsticas complexas. 

QUANTIFICAgAO DE 
CARACTERISTICAS COMPLEXAS 

Muitas caracterfsticas complexas variant continuamente 
em uma populagao. Parece haver fusao imperceptfvel 
de um fenotipo com o subsequente. Os exemplos sao 
tamanho do corpo, altura, peso, atividade enzima- 
tica, pressao arterial e capacidade reprodutiva. A va¬ 
riagao fenotfpica desses tipos de caracterfsticas pode 
ser quantificada pela medida da caracterfstica em uma 
amostra de individuos da populagao. Poderfamos, por 
exemplo, capturar camundongos em um celeiro e pe- 
sar cada um deles ou collier espigas de milho de uma 
plantagao e contar o numero de graos de cada uma. 
Esse metodo quantitative reduz os fenotipos de cada 
indivfduo da amostra a numeros, que podem ser ana- 
lisados por varias tecnicas estatfsticas, possibilitando o 
estudo da caracterfstica e, em ultima analise, a investi- 
gagao de sua base genetica. Caracterfsticas sensfveis a 
esse tipo de tratamento sao denominadas caracterfsticas 
quantitativas. Sua qualidade essencial e a sua mensura- 
bilidade. 


FATORES GENETICOS E AMBIENTAIS 
INFLUENCIAM AS CARACTERISTICAS 
QUANTITATIVAS 

O biologo dinamarques Wilhelm Johannsen foi um dos 
primeiros a mostrar que a variagao de uma caracterfstica 
quantitativa e causada por uma combinagao de fatores 
geneticos e ambientais. Johannsen estudou o peso de se¬ 
memes de feijao, Phaseolus vulgaris. Entre as plantas dis- 
ponfveis, o peso da semente variou de 150 mg a 900 mg. 
Johannsen definiu linhas de sementes nesse intervalo e 
manteve cada linha por autofertilizagao durante varias 
geragoes. As sementes de cada uma dessas linhas “puras’ 
assemelhavam-se a semente original. Essa capacidade de 
definir linhas de feijao com diferentes pesos caracterfs- 
ticos das sementes indicava que parte da variagao dessa 
caracterfstica e causada por diferengas geneticas. En- 
tretanto, Johannsen observou que o peso das sementes 
tambem variava dentro de cada linha pura. Essa variagao 
residual provavelmente nao era causada por diferengas 
geneticas, porque cada linha era resultado de endocru- 
zamento sistematico para torna-la homozigota para seus 
genes. A causa linha de ser, entao, a variagao de fatores 
ambientais nao controlados. Portanto, os trabalhos de 
Johannsen, publicados em 1903 e 1909, levaram a consla- 
tagao de que a variagao fenotfpica de uma caracterfstica 
quantitativa tern dois componentes - um genetico e ou- 
tro ambiental. 

VARIOS GENES INFLUENCIAM AS 
CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS 

Outro escandinavo, Herman Nilsson-Ehle, apresen- 
tou evidencias de que o componente genetico dessa 
variagao poderia incluir a contribuigao de varios ge¬ 
nes diferentes. Nilsson-Ehle estudou a variagao da cor 
em graos de irigo. Ao cruzar uma variedade de graos 
brancos com uma variedade de graos vermelho-escuros, 
ele obteve uma Fj com fenotipo vermelho intermedia- 
rio (Figura 22.1). A autofertilizagao da F produziu uma 
F., com sete classes diferentes, cujas cores variavam do 
branco ao vermelho-escuro. O numero de classes da F,, 
e a proporgao fenotfpica observada por Nilsson-Ehle 
sugeriram que ties genes de distribuigao independen- 
te participavam da determinagao da cor do grao. Nils¬ 
son-Ehle formulou a hipotese de que cada gene tinha 
dois alelos, um que determinava graos vermelhos e o 
outro, graos brancos, e de que os alelos para graos ver¬ 
melhos contribufam para a intensidade do pigmento de 
forma aditiva. De acordo com essas hipoteses, o geno- 
tipo do genitor de graos brancos poderia ser represen- 
tado como aa bh cc, e o genotipo do genitor de graos 
vermelhos, como AA BB CC. O genotipo da F seria Aa 
Bb Cc e a F,, teria uma serie de genotipos com diferentes 
numeros de alelos responsaveis pelos pigmentos. Cada 
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Vermelho-escura 


A A 
B B 
C C 


Branca 




Numero de alelos para pigmentagao 


■ FiOURA 22.1 Heranga da cor dos graos em trigo. Gonsidera-se que 
tres genes de distribuigao independente (A, B e C) controlem a cor dos 
graos. Cada gene tem dois alelos. Os alelos que contribuem de maneira 
aditiva para a pigmentagao sao representados por letras maiuscutas. 


classe fenotipica na F teria um numero diferente des¬ 
ses alelos que contribuem para a pigmentagao. A clas¬ 
se branca, por exemplo, nao teria nenhum, a classe de 
cor vermelha interme diaria teria tres e a classe de cor 


vermelha escura, seis. O trabalho de Nilsson-Ehle, pu- 
blicado em 1909, mostrou que um padrao de heranga 
complexo poderia ser explicado pela segregagao e dis¬ 
tribuigao de multiplos genes. 

O geneticista norte-americano Edward M. East am- 
pliou os estudos de Nilsson-Ehle para um trago que 
nao apresentava proporgoes mendelianas simples na 
F . East estudou o comprimento da corola em flores de 
tabaco (Figura 22.2A). Em uma linhagem pura, o com¬ 
primento medio da corola era de 41 mm; em outra, de 
93 mm. Em cada linhagem pura, East observou alguma 
variagao fenotipica, provavelmente determinada por 
influencias ambientais (Figura 22.2B). Cruzando as duas 
linhagens, East obteve uma F } que tinha comprimento 
intermediario da corola e aproximadamente o mesmo 
grau de variagao que ele observara em cada linhagem 
parental. Ao fazer o intercruzamento das plantas da 
F L , East obteve uma F 2 com o comprimento da corola, 
em media, aproximadamente igual ao observado na F : ; 
entretanto, as plantas da F eram muito mais variaveis 
que a F . Essa variabilidade tinha duas origens: (1) a 
segregagao e a distribuigao independente de diferen- 
tes pares de alelos que controlam o comprimento da 
corola e (2) fatores ambientais. East fez o endocruza- 
mento de algumas plantas da F 2 para produzir uma F g 
e observou menor variagao nas diferentes linhas da F 
que em F,. O grau reduzido de variagao nas linhas da 
F provavelmente era causado pela segregagao de me¬ 
nor quantidade de diferengas alelicas. Assim, o padrao 
de heranga complexo que East observou em relagao 
ao comprimento da corola poderia ser explicado por 
uma combinagao de segregagao genetica e influencias 
ambientais. 

Quantos genes participaram da determinagao do 
comprimento da corola nas linhagens de tabaco de 
East? Podemos fazer uma estimativa aproximada com- 



■ FIGURA 22.2 Comprimento da corola como trago quan¬ 
titative. A. Flores de tabaco de corola longa. B. Heranga do 
comprimento da corola em tabaco. Parece haver partici- 
pagao de, no mmimo, cinco genes. 
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parando as plantas da a cada linhagem parental 
endogamica. Suponhamos que a linhagem que tem 
a corola mais curta seja homozigota para um conjun- 
to de alelos e que a linhagem com corola mais longa 
seja homozigota para outro conjunto de alelos. Alem 
disso, suponhamos que os alelos para corola longa te- 
nham agao aditiva, que todos os genes controladores 
do comprimento tenham distribuigao independente 
e que as contribuigoes de cada gene para o fenotipo 
sejam iguais. Se o comprimento da corola fosse deter- 
minado por um gene, com alelos a (para corola cur¬ 
ta) e A (para corola longa), esperariamos que 1/4 das 
plantas da F tivesse corola curta (como a linhagem 
parental curta) e 1/4 tivesse corola longa (como a li¬ 
nhagem parental longa). Se dois genes determinassem 
o comprimento da corola, esperariamos que 1/16 das 
plantas da F fossem semelhantes ao genitor de corola 
curta e 1/16 fossem semelhantes ao genitor de corola 
longa. Se houvesse a participagao de tres genes, a fre- 
quencia de cada tipo parental na F seria de 1/64, e 
se houvesse a participagao de quatro genes, seria de 
1/256. Com cinco genes, as frequencias parentais na 
F seriam de 1/1.024 cada. East estudou 444 plantas da 
F 2 e nao encontrou nenhuma com o fenotipo de um 
dos genitores. Aparentemente, isso descartaria a hipo- 
tese de controle do comprimento da corola por quatro 
ou menos genes. Podemos concluir, portanto, que ha 
pelo menos cinco genes responsaveis pela diferenga de 
comprimento da corola entre as duas linhagens endo- 
gamicas de East. 

CARACTERISTICAS DE UMIAR 

As caracterfsticas de variagao continua, como tamanho 
do grao, cor do grao e comprimento da corola, sao con- 
trolados por varios fatores, tanto geneticos quanto am- 
bientais. Os geneticistas constataram que algumas carac- 
teristicas que nao variam continuamente na populagao 
tambem parecem ser influenciadas por varios fatores. Por 
exemplo, muitas pessoas desenvolvem doenga cardiaca 
na quinta ou sexta decada de vida. A doenga cardiaca nao 
e uma caracteristica quantitativa no sentido habitual; esta 
presente ou ausente. Muitos fatores, porem, predispoem 
um individuo a doenga cardiaca: peso, atividade fisica, 
alimentagao, nivel sanguineo de colesterol, tabagismo 
e doenga cardiaca em parentes proximos, como pais ou 
irmaos. Esses fatores de risco contribuem para uma varia- 
vel denominada suscetibilidade. Segundo os geneticistas, a 
caracteristica aparece quando a suscetibilidade ultrapas- 
sa determinado nivel (limiar). Esse tipo de caracteristica 
e denominada caracteristica de Limiar (Figura 22.3) . 

Em seres humanos, os indicios de que as caracteris- 
ticas de limiar sao influenciadas por fatores geneticos 
provem de comparagoes entre parentes, sobretudo 



Suscetibilidade 


■ FIGURA 22.3 Modelo para expressao de uma caracteristica de limiar. 
Quando a variavel, a suscetibilidade, alcanga um limiar, a caracteristi¬ 
ca e expressa. Supoe-se que a distribuigao dessa variavel na populagao 
seja continua. 


gemeos. As vezes, um ovocito humano fertilizado divi- 
de-se e da origem a dois zigotos geneticamente iden- 
ticos. Os individuos que se desenvolvem a partir des¬ 
ses zigotos sao conhecidos como gemeos monozigdticos 
(MZ) ou univitelinos; eles tem 100% dos genes iguais. 
Mais frequente e o desenvolvimento simultaneo de 
dois ovocitos fertilizados independentes no utero ma- 
terno. A semelhanga entre esses gemeos dizigoticos (DZ) 
ou bivitelinos e igual a de dois irmaos quaisquer; por¬ 
tanto, eles tem 50% dos genes em comum. Por causa 
de sua identidade genetica, esperariamos que a seme¬ 
lhanga fenotipica fosse maior em gemeos MZ que em 
gemeos DZ. 

A semelhanga em relagao a uma caracteristica de 
limiar e avaliada por determinagao da taxa de concor- 
dancia — a fragao de pares de gemeos em que ambos 
apresentam a caracteristica em meio a pares em que 
pelo menos um dos gemeos tem a caracteristica. A 
taxa de concordancia estimada da fenda labial, um 
disturbio congenito causado por erro do desenvolvi¬ 
mento embriologico, e de aproximadamente 40% em 
gemeos MZ e cerca de 4% em gemeos DZ. A taxa de 
concordancia muito maior em gemeos MZ e uma forte 
indicagao de que fatores geneticos influenciam a pro- 
babilidade de fenda labial ao nascer. Doengas mentais 
como esquizofrenia e transtorno bipolar tambem po- 
dem ser consideradas caracteristicas de limiar. A taxa 
de concordancia na esquizofrenia varia de 30 a 60% 
em gemeos MZ e de 6 a 18% em gemeos DZ; no trans¬ 
torno bipolar, a taxa de concordancia e de 70 a 80% 
em gemeos MZ e de cerca de 20% em gemeos DZ. 
Assim, estudos com gemeos sugerem que essas duas 
doengas mentais sao influenciadas por fatores gene¬ 
ticos. 
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PONTOS ESSENCIAIS • A semelhanga entre parentes e a resposta ao cruzamento seletivo indicam que caracteristicas 

complexas tern base genetica 

• Algumas caracteristicas complexas podem ser quantijicadas para permitir andlise genetica 
detalhada 


• Muitos fatores geneticos e ambientais injluenciam a variagao observada nos caracteristicas 
quantitativas 

• As segregagoesfenotipicas podem ser um modo de estimar o numero de genes que injluenciam 
uma caracteristica quantitativa 

• As caracteristicas que se manijestam quando uma varidvel continua subjacente (a suscetibili- 
dade) alcanga um limiar podem ser injluenciadas par fatores geneticos 

• Em seres humanos, as evidencias de que uma caracteristica de limiar tern base genetica provem 
de estudos com gemeos 

• A taxa de concorddncia e a jragdo de pares de gemeos em que ambos apresentam uma caracte¬ 
ristica em meio a pares em que pelo menus um deles tern a caracteristica. 


Estatfstica em genetica quantitativa 


As distributes de frequencia das caracteristicas quan¬ 
titativas podem ser caracterizadas por estatisticas resu- 
midas. 

O que distingue as caracteristicas quantitativas e a varia¬ 
gao contmua em uma populagao. Esse tipo de variagao 
constitui um problema enorme para o geneticista. E difi- 
cil, se nao impossivel, disdnguir as proporgoes de segre- 
gagao porque a quantidade de fenotipos e grande e ha 
fusao imperceptivel de um fenotipo com o subsequen- 
te. Nas caracteristicas com variagao quantitativa, analises 
geneticas de rotina como as que fizemos com a cor dos 
olhos em Drosophila e com disturbios humanos como o 
albinismo estao iora de questao. Para esses dpos de ca¬ 
racteristicas, e preciso recorrer a outro dpo de analise, 
com base em descrigoes estatisticas do fenotipo em uma 
populagao. Nas proximas segoes, apresentaremos os con- 
ceitos basicos de estatistica necessarios para esse tipo de 
analise. 



Legenda: 

i : Tempo 
medio de 
maturacao 

i 

JL: Classe 
v modal 


72,47 

2,05 

1,43 


DISTRIBUICOES DE FREQUENCIA 

A primeira etapa no estudo de qualquer caracteristica 
quantitativa e coletar medidas da caracteristica de indi- 
viduos em uma populagao. Em geral, so e possivel medir 
uma pequena fragao dos individuos da populagao. Esse 
grupo e denominado amostra. Os dados da amostra po¬ 
dem ser apresentados graficamente como distribuigao de 
frequencia. No grafico, o eixo horizontal, ou x, mede os va- 
lores da caracteristica. Esse eixo e dividido em intervalos 
regulares que possibilitam caracterizar cada individuo da 
populagao em relagao a caracteristica. Assim, cada obser- 
vagao na amostra pode ser marcada em um dos intervalos 
no eixo x. O eixo vertical, ou y, mede a frequencia das 
observagoes em cada intervalo. 

A Figura 22.4 mostra distribuigoes de frequencia obti- 
das em um estudo genetico do trigo. Os pesquisadores 
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Tempo ate a maturidade (em dias) 

■ FIGURA 22.4 Distribuigoes de frequencia e estatfstica descritiva 
do tempo ate a maturidade em quatro populagdes de trigo. A e 8 
sao linhagens endogamicas cruzadas para produzir hfbridos da F.. As 
ptantas da F 1 foram intercruzadas para produzir uma F 2 . Sementes das 
quatro populagoes foram piantadas na mesma estagao para determi- 
nar o tempo de maturagao. Em todos os casos, foram obtidos dados 
de 40 plantas. Sao dados a media (X), a moda, a variancia (s 2 ) e o 
desvio padrao (s). 
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mediram o tempo de maturagao do trigo. Quatro dife- 
rentes populagoes de trigo foram cultivadas em parcelas 
experimentais na mesma estagao, e 40 plantas de cada 
populagao foram monitoradas ate o amadurecimento 
das espigas. O tempo ate a maturidade de cada planta foi 
registrado em dias. Duas populagoes (A e B) eram linha- 
gens produzidas por endocruzamento, e uma era uma 
F produzida pelo cruzamento dessas duas linhagens. A 
quarta populagao era uma F„ produzida por intercruza- 
mento das plantas da F . 

As duas linhagens parentais A e B eram variedades 
altamente endogamicas com homozigosidade comple- 
ta ou quase completa. Como indicam as frequencias de 
distribuigao, a linhagem A amadureceu com rapidez e a 
linhagem B, devagar. A ausencia de superposigao fenotf- 
pica entre as amostras dessas duas linhagens demonstra 
sua singularidade genetica. Ao que tudo indica, as linha¬ 
gens A e B eram homozigotas para diferentes alelos de 
genes que controlam o tempo de maturagao. Em cada 
linhagem, porem, ainda havia alguma variagao fenotfpi- 
ca, provavelmente consequencia de microdiferengas am- 
bientais nas parcelas experimentais. 

As distribuigoes das amostras de F x e F 2 indicam que 
essas populagoes tinham tempos de maturagao interme¬ 
diaries. A posigao intermediary no eixo x sugere que os 
alelos que controlam o tempo de maturagao contribuem 
de forma aditiva para a caracteristica. Observe que a dis¬ 
tribuigao da amostra de F e bem mais ampla que a de 
F . A variabilidade adicional observada na populagao F 2 
reflete a segregagao genetica ocorrida quando as plantas 
da F se reproduziram. Agora vejamos os mecanismos pe- 
los quais os geneticistas quantitativos resumem os dados 
em uma distribuigao de frequencia. 


A MEDIA E A CLASSE MODAL 

As caracterfsticas essenciais de uma distribuigao de fre¬ 
quencia podem ser resumidas por estatisticas simples 
calculadas a partir dos dados. Uma dessas estatisticas re¬ 
sumidas e denominada media, ou media aritmetica. Ela 
mostra o “centro” da distribuigao, o valor “tfpico”. Calcu- 
lamos a media da amostra (X) somando tod os os dados 
na amostra e dividindo pelo numero total de observagoes 
( n ). Em notagao matematica, a media e: 

X = (2 X t )/n 

A letra grega X nessa formula e um simbolo matemad- 
co que indica a somatoria de todas as medidas da amostra; 
portanto, = (X + X + X + ... X ), onde X representa 
a A-esima das n observagoes individual. Na Figura 22.4, as 
posigoes das medias da amostra sao indicadas por triangu- 
los sob as distribuigoes; os valores numericos dessas me¬ 
dias sao apresentados a direita. As medias das amostras de 
F e F sao 62,20 e 63,72 dias, respectivamente; ambas sao 
um pouco menores que a media das medias aritmeticas de 
duas linhagens parentais endogamicas (64,16 dias). 

A classe modal de uma amostra e a class e que con tern a 
maioria das observagoes. Assim como a media, tambem 


captura o “centro” da distribuigao. Na Figura 22.4 as clas¬ 
ses modais sao indicadas por setas curtas. Verificamos 
que em cada distribuigao a media esta dentro ou muito 
proximo da classe modal. Essa coincidencia reflete a si- 
metria das distribuigoes; em cada caso, ha numeros apro- 
ximadamente iguais de observagoes acima e abaixo da 
media e da classe modal. Nem todas as distribuigoes tern 
essa caracteristica. Algumas sao assimetricas, com agru- 
pamento da maioria das observagoes em uma extremi- 
dade e somente algumas na outra extremidade, forman- 
do uma longa cauda. Os estatisticos desenvolveram uma 
extensa teoria sob re um tipo especffico de distribuigao 
simetrica, denominado distribuigao normal (Figura 22.5). 
Nessa distribuigao em sino, a media e a classe modal estao 
exatamente no centro. Com frequencia, as distribuigoes 
de dados da amostra aproximam-se do formato de uma 
distribuigao normal. Assim, e possivel aplicar a extensa 
teoria sobre distribuigoes normais a analise desses dados. 


a variAncia e o desvio padrao 

Os dados em uma distribuigao de frequencia poderiam 
ser dispersos ou agrupados. Para medir a dispersao de 
dados em uma distribuigao de frequencia, usamos um 
dado estatlstico denominado variancia. Dados amplamen- 
te dispersos produzem uma variancia de valor elevado, 
enquanto dados muito agrupados produzem um peque- 
no valor. A variancia da amostra, designada s 2 , e calculada 
pela formula 

J z = 2(X ir -X)V(«-1) 

Nessa formula, (X — X) 2 e o quadrado da diferenga 
entre a A-esima observagao e a media da amostra (com 
frequencia, denominado quadrado do desvio da media ), e a 
letra grega X indica a somatoria de todos esses quadrados 
dos desvios. Calcula-se a media da soma do quadrado dos 
desvios por divisao por n— 1. (Por motivos tecnicos, o di¬ 
visor e uma unidade menor que o tamanho da amostra.) 
O expoente 2 no simbolo s 2 e um lembrete de que usa- 
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■ FIGURA 22.5 Distribuigao de frequencia normaL mostrando a por- 
centagem de medidas dentro de um, dois e tres desvios padroes da 
media. 
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mos os quad rados das diferengas no calculo da variancia 
da amostra. 

Convem observar duas caracteristicas da variancia. A 
primeira e que ela mede a dispersao dos dados em torno 
da media. Quando calculamos a variancia, usamos a media 
como valor central da distribuigao e encontramos a dife- 
renga entre ela e cada observagao na amostra. A segunda 
e que a variancia e sempre positiva. Quando calculamos 
a variancia, elevamos ao quadrado a diferenga entre cada 
observagao e a media, e depois somamos os quadrados 
das diferengas. Como os quadrados das diferengas sao 
sempre positivos, a variancia, calculada pela soma desses 
quadrados das diferengas, tambem e positiva. 

Embora a variancia tenha propriedades matematicas 
desejaveis, e dilicil de interpretar porque as unidades de 
medida sao elevadas ao quadrado (p. ex., s 2 = 2,88 dias 2 ). 
Por conseguinte, costuma-se usar outro dado estatistico, 
denominado desvio padrao, para descrever a variabilidade 
de uma amostra. O desvio padrao (s) e a raiz quadrada da 
variancia da amostra. 

s- Vs 2 ” 

E mais facil interpretar esse dado estatistico do que a va¬ 
riancia, porque e expresso nas mesmas unidades que as 
medidas originais. 

A Figura 22.4 apresenta as variancias e os desvios pa¬ 
droes das quatro populagoes de trigo. A populagao F 2 
apresenta variancia e desvio padrao maximos, sem du- 


vida porque segrega genes que controlam o tempo de 
maturagao. Nas plantas da F 2 , diferengas geneticas e am- 
bientais produzem a variabilidade observada. Nas outras 
populagoes, a maior parte da variagao observada, se nao 
toda ela, deve-se apenas a fatores ambientais. Cada uma 
das duas linhagens parentais e altamente endogamica e, 
portanto, espera-se que seja homozigota para a maioria 
de seus genes. As plantas da F x sao heterozigotas para os 
alelos diferentes nas duas linhagens parentais, mas todas 
tern genotipos identicos. Assim, em nenhuma das linha¬ 
gens parentais nem na Fj esperamos encontrar grande 
variagao genetica entre as plantas. Em uma segao pos¬ 
terior, veremos como estimar que parte da variancia de 
uma caracteristica quantitativa e causada por diferengas 
geneticas entre indivfduos de uma populagao. 

Como ja foi mencionado, a distribuigao de uma ca¬ 
racteristica quantitativa costuma assemelhar-se a uma 
distribuigao normal. O formato e a posigao de uma 
distribuigao normal sao totalmente especificados por 
sua media e seu desvio padrao. Assim, se conhecermos 
apenas a media e o desvio padrao de uma caracteristi¬ 
ca quantitativa e supusermos que a distribuigao dessa 
caracteristica e normal, podemos construir o formato 
aproximado da sua distribuigao. Nessa distribuigao, 
66% das medidas estarao dentro de um desvio padrao 
da media, 95% estarao dentro de dois desvios padroes 
da media e 99% estarao dentro de tres desvios padroes 
da media (Figura 22.5). 


PONTOS ESSENCIAIS • 

* 


A media (X = (2 X.) / n) e a classe modal apontam o centra de uma distribuigao de frequencia 

A variancia (s y = E (X - X) a /(n — 1) e os desvios padroes s = Vr sao estatisticas que indi¬ 
cam a distribuigao dos dados em torno da media em uma distribuigao de frequencia. 


Analise de caracteristicas quantitativas 


Os geneticistas quantitativos concentram suas analises 
na variabilidade fenotipica medida pela variancia. 

Nesta segao veremos como a estatistica e usada na ana¬ 
lise genetica de caracteristicas quantitativas. O objetivo 
da analise e dividir a variagao observada da caracteristica 
em componentes geneticos e ambientais, e entao usar o 
componente genetico para fazer previsoes sobre os leno- 
tipos da prole de cruzamentos especificos. 

HIPOTESE DOS FATORES MULTIPLOS 

A ideia principal em genetica quantitativa e que as carac¬ 
teristicas sao controladas por muitos fatores diferentes 
no ambiente e no genotipo. Essa hipotese dos fatores mul- 
tiplos surgiu na segunda decada do seculo XX por inves- 
tigagoes experimentais de E. M. East, W. Johannsen, H. 
Nilsson-Ehle e outros. Entretanto, foi um teorico, R. A. 
Fisher, que consolidou a hipotese dos fatores multiplos 


em sua apresentagao moderna. Fisher fez esse trabalho 
durante a I Guerra Mundial, quando era professor na 
Gra-Bretanha. Sua analise teoricafoi publicada em 1918, 
o ano em que a guerra terminou. 

Fisher sugeriu que determinado valor de uma carac¬ 
teristica quantitativa, T f e resultado da influencia combi- 
nada de fatores geneticos e ambientais. Ele representou 
os efeitos desses fatores como desvios da media geral na 
populagao: 

T- |ul + g+ e 

Nessa equagao, a letra grega |x representa a media popu- 
lacional, g representa o desvio da media causado por fa- 
tores geneticos e e representa o desvio da media causado 
por fatores ambientais. No esquema de Fisher, a posigao 
de um valor especifico da caracteristica, T, na populagao 
depende de fatores geneticos e ambientais que o afeta- 
ram (Figura 22.6). Alguns fatores produzem altos valores 
de T, e outros produzem baixos valores de T. Esses fato¬ 
res sao diferentes em cada individuo. Alem disso, Fisher 
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Desvios 
da media 


< 


p = media 


S3 + e 3 | 



S\ + ei 


§2 + e 2 


Medidas 

individuals 


ancia ambiental ( V), ambas as quais tem de ser estimadas 
com uso de outros dados. Para estimar a variancia am¬ 
biental, podemos usar os dados das populagoes parental 
e F . As populates parentais sao geneticamente unifor¬ 
mes porque ambas sao resultantes de endocruzamento. 
A populagao da F tambem e geneticamente uniforme 
porque e criada por cruzamento de duas populagoes 
endogamicas; espera-se que todas as plantas da Fj sejam 
identicamente heterozigotas para os genes que diferem 
nas populagoes parentais endogamicas. Em razao dessa 
uniformidade genetica, a variabilidade que verificamos 
em cada uma dessas tres populagoes reflete necessaria- 
mente diferengas por efeitos ambientais. 

Para obter um valor representative de V. podemos cal- 
cular a media das variancias desses grupos: 


■ FIGURA 22.6 Fenotipos quantitativos e desvios de medidas indivi¬ 
duals da media populacionaL Supoe-se que cada desvio individual seja 
constituido de um desvio decorrente do genotipo (g) e um desvio em 
razao do ambiente (e). 


enfatizou que ha influencia de muitos fatores. Ele suge- 
riu que muitos genes contribuiam para uma caracteristi- 
ca quantitativa e supos que muitos aspectos do ambiente 
tambem contribuem. Hoje dizemos que uma caracteristi- 
ca controlada por muitos genes e poligenica. 


PARTigAO DA VARIANCIA FENOTIPICA 

Com essas ideias simples, Fisher desenvolveu um proce- 
dimento de analise da variabilidade de uma caracteristica 
quantitativa em termos dos fatores geneticos e ambien¬ 
tais que contribuem para eles. Para medir a variabili¬ 
dade da caracteristica, concentrou-se na estatfstica que 
c ham am os de variancia. Especificamente, ele descobriu 
como dividir a variancia geral da caracteristica em duas 
variancias constituintes, uma que mede os efeitos das di¬ 
ferengas geneticas entre indivfduos e outra que mede os 
efeitos de diferengas ambientais. Assim, na analise de Fi¬ 
sher, a variancia de uma caracteristica quantitativa (V ) e 
igual a soma de uma variancia genetica ( V) e uma varian¬ 
cia ambiental (V) .* 


V = V+ V 

T g e 

Nessa equagao de variancia, a variancia do trago quantita¬ 
tive, V costuma ser denominada variancia fenotipica total 
A discussao do metodo de Fisher de divisao da vari¬ 
ancia fenotipica total em seus componentes geneticos e 
ambientais escapa a finalidade deste livro. No entanto, 
desde entao esse metodo foi usado em muitos contextos 
diferentes e deu origem a uma tecnica estatfstica geral 
denominada analise de variancia. 

Para analisarmos a ideia basica, dividamos a variancia 
do tempo de maturagao na populagao da F de trigo mos- 
trada na Figura 22.4. A variancia fenotipica total dessa 
populagao (V ) e de 14,26 dias 2 . Em termos da equagao 
de variancia de Fisher, esse total pode ser representado 
como a soma de uma variancia genetica (F) e uma vari- 


V=( V a + V b + v n)^ 

e = (1,92 dia 2 + 2,05 dias 2 + 2,88 dias 2 )/3 

- 2,28 dias 2 

Com essa estimativa da variancia ambiental, agora pode¬ 
mos estimar V subtraindo-a da variancia total V‘ 

g r 

v = v T - V 

s = 14,26 dias 2 - 2,28 dias 2 
= 11,98 dias 2 

Assim, a variancia fenotipica total para o tempo de ma¬ 
turagao na populagao da F 2 do trigo foi dividida em dois 
componentes: 

v = y + y 

T g e 

14,26 dias 2 = 11,98 dias 2 + 2,28 dias 2 

Com essa divisao, vemos que a maior parte da variancia 
do tempo de maturagao da populagao da F do trigo e 
ocasionada por diferengas geneticas entre os indivfduos. 
Essa variabilidade genetica ocorreu pela segregagao e dis- 
tribuigao de genes por ocasiao da reprodugao das plan¬ 
tas da F,. Essas plantas eram heterozigotas para os genes 
diferentes na populagao parental. Quando se reproduzi- 
ram, a segregagao e a distribuigao produziram uma serie 
de genotipos - tres genotipos diferentes para cada gene 
heterozigoto. A variagao que observamos na F decor- 
re principalmente de diferengas fenotipicas entre esses 
genotipos. Para compreender melhor como a variancia 
fenotipica total e dividida em componentes genedco e 
ambiental, solucione o problema de Resolva! Estimativa 
dos componentes genetico e ambiental da variancia. 


HERDABiLIDADE EM SENTIDO AMPLO 

Frequentemente o calculo da proporgao da variancia fe¬ 
notipica total devida a diferengas geneticas entre indivi- 
duos de uma populagao e informativa. Essa proporgao 
e denominada herdabilidade em sentido arnplo e simbolizada 
por H 2 . Em termos dos componentes de variancia de Fi¬ 
sher, 

H 2 = V/V 

- v/( v ,+ V 
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Resolva! 


Estimativa dos componentes genetico e 
ambiental da variancia 

E. M, East estudou a variagao do comprimento das flores em 
duas linhagens endogamicas de plantas de tabaco e nas popu- 
lagoes F. e F 2 derivadas de cruzamentos entre essas linhagens: 

Comprimento 


Populagao 

medio (mm) 

Variancia (mm 2 ) 

Endogamica 1 

41 

6 

Endogamica 2 

93 

7 

Hfbridos da F. 

63 

8 

? z de F 1 X F 1 

68 

43 


A partir desses dados, estime os componentes geneticos e am- 
bientais da variancia na populagao F 2 . 

> Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen.com.br. 


O sfmbolo de herdabilidade em sentido ample, IP, e es- 
crito com o expoente 2 para lembrar que esse dado esta- 
u'stico e calculado a partir de variancias, que sao quail ti- 
dades elevadas ao quadrado. 

Em razao da tecnica de calculo, a herdabilidade em 
sentido amplo varia entre 0 e 1. Quando se aproxima 
de 0, pequena parte da variabilidade observada na po¬ 
pulagao e atribuivel a diferengas geneticas entre os indi¬ 
viduos. Quando se aproxima de 1, a maior parte da va¬ 
riabilidade observada e atribuivel a diferengas geneticas. 
Portanto, a herdabilidade em sentido amplo resume as 
contribuigoes relativas de fatores geneticos e ambientais 
para a variabilidade observada em uma populagao. E im- 
portante, porem, observar que esse dado estatistico e es- 
pecifico para a populagao. Para determinada caracterfs- 
tica, populagoes diferentes podem ter valores diferentes 
de herdabilidade em sentido amplo. Assim, nao se pode 
supor automaticamente que a herdabilidade em sentido 
amplo de uma populagao represente a herdabilidade em 
sentido amplo de outra populagao. 

Na populagao F,, do trigo, IP = 11,98/14,26 = 0,84. 
Esse resultado mostra que, nessa populagao, 84% da va¬ 
riabilidade observada no tempo de maturagao do trigo 
se deve a diferengas geneticas entre os individuos. No 
entanto, nao mostra quais sao essas diferengas. A varian¬ 
cia genetica da qual depende a herdabilidade em sentido 
amplo inclui todos os fatores que fa 2 em com que os ge¬ 
notipos tenham diferentes fenotipos: os efeitos de alelos 
individuais, as relagoes de dominancia entre alelos e as 
interagoes epistaticas entre diferentes genes. No Capftu- 
lo 4, vimos como esses fatores influenciam os fenotipos. 
Nas duas proximas segoes, veremos que a divisao desses 
componentes de variabilidade genetica e a concentragao 
no componente que inclui os efeitos de alelos individuais 
tornam possfvel prever os fenotipos da prole a partir dos 
fenotipos dos pais. 


HERDABILIDADE EM SENTIDO RESTRITO 

A capacidade de previsao em genetica quanlitativa depen¬ 
de do grau de variagao genetica causada por efeitos de ale¬ 
los individuais. A variagao genetica decorrente de efeitos 
de dominancia e epistasia tern pouco poder pfeditivo. 

Para ver como a dominancia limita a capacidade de 
fazer previsoes, pense nos tipos sanguineos ABO em se¬ 
res humanos (ver Tabela 4.1, no Capftulo 4). Esse trago 
e determinado estritamente pelo genotipo; a variagao 
ambiental praticamente nao tern efeito sobre o fenoti- 
po. Entretanto, por causa da dominancia, dois individuos 
com fenotipos identicos podem ter genotipos diferentes. 
Por exemplo, uma pessoa com sangue tipo A pode ser I A 
I A ou Pi. Se duas pessoas com sangue tipo A tiverem um 
filho, nao e possfvel prever com exatidao o fen6tipo da 
crianga. O filho pode ter sangue tipo A ou tipo O, depen- 
dendo do genotipo dos pais; sabemos, porem, que nao 
tera sangue tipo B nem AB. Assim, embora seja possfvel 
fazer algum tipo de previsao do fenotipo da crianga, a 
dominancia impede a previsao exata. 

A capacidade de prever um fenotipo da prole e me- 
lhor nas situagoes em que os genotipos nao sao confun- 
didos pela dominancia. Gonsidere, por exemplo, a he- 
ranga da cor da flor da boca-de-leao, Antirrhinum majus. 
As flores dessa planta sao brancas, vermelhas ou rosa, de- 
pendendo do genotipo (ver Figura 4.1, no Capftulo 4). 
A exemplo dos tipos sanguineos ABO, a variagao da cor 
das flores praticamente nao tern componente ambiental; 
toda a variancia e consequencia de diferengas geneticas. 
Entretanto, para a caractenstica de cor das flores, o geno¬ 
tipo de um indivfduo nao e encoberto pela dominancia 
completa de um alelo sobre o outro. A planta com dois 
alelos w tern flores brancas, a planta com um alelo w e um 
alelo Wtem flores rosa e a planta com dois alelos Wtem 
flores vermelhas. Nesse sistema, o fenotipo so depende 
do numero de alelos Wpresentes; cada alelo Wintensifi- 
ca a cor em um grau fixo. Assim, podemos dizer que os 
alelos determinantes da cor contribuem para o fenotipo 
de modo estritamente aditivo. Esse tipo de agao do alelo 
aumenta a capacidade de fazer previsoes em cruzamen- 
los entre plantas diferentes. O cruzamento de duas plan¬ 
tas vermelhas so produz prole vermelha; o cruzamento 
de duas plantas brancas so produz prole branca e o cru¬ 
zamento de plantas vermelhas e brancas so produz prole 
rosa. A unica incerteza ocorre no cruzamento de hete- 
rozigotos e, nesse caso, a incerteza se deve a segregagao 
mendeliana, nao a dominancia. 

Os geneticistas quantitalivos distinguem a variancia 
genetica causada por alelos com agao aditiva (como no 
exemplo da cor das flores que acabamos de citar) da vari¬ 
ancia genetica causada por dominancia. Esses diferentes 
componentes da variancia sao simbolizados por: 

V = variancia genetica aditiva 

V. - variancia de dominancia 

a 

Alem disso, os geneticistas definem um terceiro compo¬ 
nente de variancia que mede a variagao por interagoes 
epistaticas entre alelos de diferentes genes: 
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V = variancia epistatica 

As interagoes epistaticas, como a dominancia, tem pou- 
ca utilidade na previsao do fenotipo. Juntos, esses tres 
componentes de variancia constituem a variancia gene- 
tica total: 

v = v + v, + y 

g a a i 

Se lembrarmos que V T =V + V, podemos expressar a va¬ 
riancia fenotipica total como a soma de quatro compo¬ 
nentes: 



V + V, + V + V 

a a i e 


Desses quatro componentes de variancia, somente a vari¬ 
ancia genetica aditiva, V, ajuda a prever os fenotipos da 
prole a partir dos fenotipos dos pais. Essa variancia, como 
uma fragao da variancia fenotipica total, e denominada 
herdabilidade em sentido restrito, cujo simbolo e h 2 . Assim, 


K 2 = V/V r 

a 1 

Do mesmo modo que a herdabilidade em sentido am- 
plo, h 2 varia entre 0 e 1. Quanto mais proxima de um, 
maior e a proporgao da variancia genetica aditiva na va¬ 
riancia fenotipica total, e maior e a capacidade de prever 
o fenotipo da prole. A Tabela 22.1 apresenta algumas esti- 
mativas da herdabilidade em sentido restrito para varios 
tragos. A estatura humana e altamente hereditaria, mas 
o tamanho dos filhotes de porco, nao. Assim, se conhe- 
cessemos os fenotipos parentais, conseguiriamos prever 
melhor a altura de um ser humano do que o tamanho 
dos filhotes de uma ninhada de porcos. 


PREVISAO DE FEN6TIPOS 

Para compreendermos melhor o significado da herda¬ 
bilidade em sentido restrito, consideremos a situagao 
apresentada no diagrama da Figura 22.7. Michael (M) e 
Frances (F) fizeram um teste de inteligencia tradicional 
para determinar seus quocientes de inteligencia (QI). A 
pontuagao de Michael e 110 e a de Frances, 120. O QI 
medio da populagao e 100. Michael e Frances tiveram 
um filho, Oswald (O), que foi dado para adogao ao nas- 


Tabela 22.1 

Estimativas da herdabilidade em sentido restrito (fi 2 ) 
para caracteristicas quantitativas. 

Caracterfstica 

h 2 

Estatura em seres humanos 

0,65 

Produgao de leite em gado leiteiro 

0,35 

Tamanho dos filhos de porcos 

0,05 

Produgao de ovos por aves 

0,10 

Comprimento da cauda em 
camundongos 

0,40 

Tamanho do corpo em Drosophita 

0,40 


Fonte: D. S. Falconer. 1981. Introduction to Quantitative Genetics, 2nd ed., p. S1. 
Longman, London. 
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■ FIGURA 22.7 Previsao do fenotipo da prole com base no fenotipo 
dos pais e na herdabilidade em sentido restrito do trago.Apenas uma 
parte do desvio do valor medio dos pais (7_) em relagao a media po- 
pulacional e hereditaria. A magnitude dessa parte e determinada pela 
herdabilidade em sentido restrito. 


cer, e os pais adotivos querem prever o QI de Oswald. 
Se o QI nao tivesse componente genetico, nossa melhor 
estimativa do QI de Oswald seria 100, a media da popula¬ 
gao. Nao terfamos como prever em que tipo de ambiente 
domestico Oswald cresceria e, portanto, nao poderiamos 
prever que tipos de fatores nao geneticos influenciariam 
seu desenvolvimento mental. Nem poderiamos usar o QI 
de Michael e Frances para fazer qualquer previsao sobre 
o QI de Oswald, ja que, por suposigao, os genes recebi- 
dos nao teriam nenhuma relagao com o desenvolvimento 
mental. Entre tan to, varios estudos indicaram que a varia- 
gao do QI tem um componente genetico. Na verdade, a 
herdabilidade em sentido restrito do QI foi estimada em 
aproximadamente 0,4 — isto e, cerca de 40% da variagao 
observada no QI se deve aos efeitos aditivos dos alelos. 
Podemos usar essa estatfstica junto com o QI dos pais 
para prever o QI de Oswald? 

Indiquemos o QI de Oswald, Michael e Frances por 
T tJ} T X1 e T p respectivamente, e a media populacional, 
por jjl. A melhor previsao do QI de Oswald e 

Y 0 =ml +^[('4+ 7^/2-(i] 

A expressao entre parenteses, (T + T)/2, geralmente 
e denominada valor medio dos pais. E a media dos fenoti¬ 
pos dos pais. Se indicarmos o valor medio dos pais pelo 
simbolo T , a equagao de previsao do fenotipo de Oswald 
sera simplificada em 

r o =|jL+ K 2 [T p -\x.} 

A expressao entre colchetes, [ T p ~ jx], e a diferenga 
entre o valor medio dos pais e a media da populagao. O 
produto dessa diferenga pela herdabilidade em sentido 
restrito e o desvio previsto do fenotipo da prole em rela- 
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gao a media da populagao. Xa verdade, a herdabilidade 
em sentido restrito traduz a diferenga entre o valor me¬ 
dio dos pais e a media da populagao em Lima diferenga 
“hereditaria” que podemos esperar encontrar na prole. 
Somando essa diferenga hereditaria a media, e possfvel 
prever o fenotipo da prole. 

Agora substituamos as quantidades conhecidas de 
cada termo na equagao de previsao: p = 100, T p - {110 + 
120)/2 = 115 e h 2 = 0,4. Portanto, o valor previsto de T e 

T (> = 100+ (0,4) [115- 100 J 
- 106 

Esse resultado nos diz que o QI de Oswald deve estar 
entre o valor medio dos pais (115) e a media da popu- 
lagao (100). Na verdade, esta em um ponto a 40% de 
distancia entre a media da populagao e o valor medio 
dos pais. Esses 40% correspondem a herdabilidade em 
sentido restrito (0,4). Se a herdabilidade em sentido res¬ 
trito do QI fosse maior que 0,4, o valor previsto do QI 
de Oswald seria mais proximo do valor medio dos pais. 
Quando a caracterfstica e perfeitamente hereditaria, hr = 
1, e o valor previsto do fenotipo da prole e igual a media 
dos fenotipos dos pais. Assim, a herdabilidade em senti¬ 
do restrito e um dado estatfstico fundamental. Informa a 
proximidade entre a prole e a media dos pais. Convent 
destacar, porem, que o QI que calculamos para Oswald e 
uma previsao, nao uma certeza. Se analisassemos millia- 
res de casais cujo QI medio dos pais fosse igual a 115, o 
esperado seria que os valores de QI dos filhos formassem 
uma distribuigao de frequencia. O QI medio dessa distri¬ 
buigao seria igual a 106; no entanto, a maioria das crian- 
gas teria QI maior ou menor - alguns teriam ate mesmo 
um QI maior que um dos pais e outros um QI menor 
que a media populacional de 100. A variabilidade nessa 
distribuigao e decorrente da segregagao mendeliana dos 
alelos que influenciam o QI e de fatores ambientais. Se, 
por exemplo, Oswald fosse criado em um lar com nenhu- 
ma ou pouca estimulagao intelectual, com alimentagao 
inadequada e outras condigdes desfavoraveis, seu QI po- 
deria ser bem menor que 106. Por outro lado, em um am- 
biente domestico propi'cio, o QI de Oswald poderia ser 
muito maior que 106. Nos previmos que o QI de Oswald 
seria 106, mas devemos lembrar que esse numero e uma 
previsao, nao um valor definitivo. Teste seu conhecimen- 
to sobre esses conceitos em Resolva! Uso da herdabilida¬ 
de em sentido restrito. 


Resolva! 


Uso da herdabilidade em sentido restrito 

Linda e William tern Qi de 120 e 90, respectivamente. Na po¬ 
pulagao em geral, o QI medio e de 100 e estima-se que a her¬ 
dabilidade em sentido restrito seja de 0,4. Se Linda e William 
tiverem um filho e a crianga for eriada em um ambiente medio, 
qual sera seu QI previsto? 

► Leia a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


SELEGAO ARTIFICIAL 

/Viem de prever o fenotipo da prole, a herdabilidade em 
sentido restrito tern outra utilidade: prever o desfecho de 
um program a de cruzamento seletivo de uma populagao. 
As ideias sao resumidas na Figura 22.8, que mostra as dis- 
tribuigoes de frequencia de uma caracterfstica quantita- 
tiva entre os pais e a prole. Na geragao parental, o valor 
medio da caracterfstica e de 20 unidades. Para formal' a 
geragao seguinte, selecionamos como pais os indivfduos 
na cauda superior da distribuigao; suponhamos que a 
media desses indivfduos selecionados seja de 30 unida- 
des. E possfvel prever o valor medio da caracterfstica na 
prole desses pais selecionados? A resposta e sim, desde 
que seja conhecida a herdabilidade em sentido restrito 
do trago. A equagao de previsao e 

T G = fx + fr[T s - pj 

em que T e a media da prole, pea media da popu¬ 
lagao em geral, T e a media dos pais selecionados e h 2 
e a herdabilidade em sentido restrito. Observe que essa 
equagao e igual a equagao de previsao do fenotipo de um 
indivfduo da prole, exceto pela substituigao de T por T. 



■ figura 22.8 O processo de selegao artificial. O diferendal de sele- 
gao (S) e a diferenga entre a media dos pais selecionados e a media 
da populagao. A resposta a selegao {/?) e a diferenga entre a media da 
prole e a media de toda a populagao que incluia seus pais. A razao R/S 
e igual a herdabilidade em sentido restrito. 
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Na verdade, adaptamos a equagao de previsao para um 
indivfduo da prole para lima situagao em que muitos pais 
(embora selecionados) produzem um grupo inteiro de des- 
cendentes, que entao fonna a populagao da proxima ge¬ 
ragao. Assim, a nova equagao torna possfvel prever a mo- 
dificagao da media da populagao decorrente da selegao 
dos pais. Esse processo e conhecido como selegao artificial. 
E uma pratica comum no melhoramento de vegetais e 
animals e e responsavel, em grande parte, pelas linha- 
gens altamente produtivas de especies vegetais e animais 
que sao empregadas atualmente na agropecuaria. 

Ao reorganizarmos os termos na equagao de selegao, 
podemos ver com mais clareza como a selegao modifica 
a media de uma caracten'stica quantitativa em uma popu¬ 
lagao. Depois de subtrair |x nos dois lados da equagao e 
inserir colchetes em torno do termo a esquerda, temos 

t t„ - = h 2 [ r s - nj 

O termo entre colchetes a direita, [T - jxj, e conheci¬ 
do como diferencial de selegao; e a diferenga entre a media 
dos pais selecionados e a media da populagao da qual 
foram selecionados. O diferencial de selegao mede a in- 
tensidade da selegao artificial. O termo entre colchetes a 


esquerda, L T — p], e conhecido como resposta d selegao; e 
a diferenga entre a media da prole e a media de toda a 
populagao na geragao anterior. Assim, a resposta a sele¬ 
gao mede a variagao da media da caracten'stica em uma 
geragao. Podemos simplificar ainda mais os termos, se 
indicarmos a resposta a selegao por Re o diferencial de 
selegao por S; entao 

R = frS 

Assim, a resposta a selegao e o produto do diferencial de 
selegao pela herdabilidade em sentido restrito. Voltemos 
ao nosso exemplo; pi = 20, T = 30, e suponhamos que 
h 2 = 0,3. Com esses valores, .S’ = 10 e R = (0,3) X 10 = 3; 
assim, T = 20 + 3 = 23. Se o processo de selegao fosse 
repetido geragao apos geragao, esperariamos que hou- 
vesse um aumento progressivo da media da populagao. O 
texto Em foco: Selegao artificial mostra como isso ocorre 
na pratica. 

Agora suponhamos que selecionemos a variagao de 
outra caracten'stica cuja herdabilidade em sentido restri¬ 
to e desconhecida. A media da populagao para essa ca- 
racterfstica e de 100 e a media dos pais selecionados e de 
120. Na prole, constatamos que a media e 104. Qual e a 



SELEGAO ARTIFICIAL 


A selegao artificial e uma pratica comum de melhoramento 
na agropecuaria. Em geral, porem, o melhoramento e lento 
porque o tempo de geragao de especies importantes para a 
agropecuaria costuma ser medido em anos, e nao em semanas ou 
meses. Para estudar a eficacia da selegao artificial, Franklin Enfield 
e colegas fizeram amplos experimentos com um animal de labo¬ 
ratory, Tribolium castaneum, o besouro-castanho da farinha. Nes¬ 
ses experimentos, Enfield fez a selegao de animais com tamanho 
do corpo aumentado. Ele verificou o peso dos animais no estagio 
de pupa e selecionou os mais pesados para serem pais da proxima 
geragao. Esse processo foi mantido por 125 geragoes. No inicio 
do experimento, o peso das pupas variava de 1.800 a 3.000 p,g, 
a media era de 2.400 |xg e a variancia era de 40.000 |xg 2 . Apos 
125 geragoes de selegao, o peso medio da pupa havia aumentado 
para 5.800 fig, mais que o dobro da media da populagao inicial. 
Alem disso, nenhum indivfduo da populagao selecionada era tao 
pequeno quanto os maiores indivfduos da populagao inicial original 
(Figura 1 ). Essa total ausencia de superposigao nas distribuigoes de 
frequencia indica que a constituigao genetica da populagao havia 
sido radicalmente alterada. 

Para alcangar esse resultado surpreendente, Enfield usou um 
diferencial de selegao de 200 pig em cada geragao. A princfpio, a 
herdabilidade em sentido restrito para o peso da pupa foi esti- 
mada em cerca de 0,3; assim, a resposta a selegao prevista era de 
0,3 X 200 p,g = 60 p,g por geragao. Nas 40 primeiras geragoes, 
isso foi aproximadamente o que Enfield observou. Entretanto, a 
resposta acumulativa durante esse penodo foi de 2.000 |xg, um 
pouco menos que os 2.400 p,g esperados (60 p.g por geragao x 
40 geragoes). Essa discrepancy se deveu a fatores que reduziram 


a eficienda de selegao, inclusive fatores como infertilidade dos 
indivfduos selecionados. Assim, embora a herdabilidade seja um 
preditor razoavel da resposta a selegao durante algumas geragoes, 
a longo prazo tende a superestimar essa resposta. 

As ultimas geragoes do projeto de Einfield ilustram muito bem 
esse ponto. Entre a 40 3 e a 125 a geragao, a resposta acumulativa 
foi de 1.400 jxg, numero que, embora seja impressionante, e muito 
menor que a resposta esperada de 5.100 jxg (60 jxg/geragao x 
85 geragoes). A analise detalhada mostrou que durante essas gera¬ 
goes a eficienda de selegao foi muito reduzida por uma correlagao 
negativa entre o tamanho e a capacidade de reprodugao - depois 
de certo ponto, quanto maior e o besouro, menor e a eficienda re- 
produtiva. Isso reduziu o diferencial de selegao efetivo e dificultou 
a selegao de aumentos adicionais de tamanho. 

Geracbes 

r 





2.000 ^ 2.500 3.000 3.500 4.000 4.500 5.000 5.500 16.000 


Peso da pupa (microgramas) 

■ FIGURA i Distribuigoes de frequencia do peso da pupa em po- 
pulagoes de Tribolium selecionadas por tamanho aumentado. O 
formato das distribuigoes e so aproximado. As medias nas geragoes 
0 e 120 sao indicadas por setas. 
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herdabilidade em sentido restrito? Pela equagao de res- 
posta a selegao, verificamos que R/S = h 2 , e nesse exem- 
plo, R = 104 - 100 = 4 e S = 120 - 100 = 20. Assim, R/S = 
4/20 = 0,2 = h 2 , a herdabilidade em sentido restrito. A 
partir desse exemplo, vemos que a resposta a um experi¬ 
ment© de selegao artificial pode ser usada para estimar a 
herdabilidade em sentido restrito. 

LOCI DE CARACTERI'STICA 
QUANTITATIVA 

A analise estatistica tornou-se a base da genetica quan- 
titativa desde o artigo de Fisher em 1918. Com esse tipo 
de analise, os geneticistas quantitativos estudaram muitas 
caracteristicas diferentes em muitos organismos diferen¬ 
tes, e recentemente desenvolveram tecnicas para iden- 
tificar genes individuais que infiuenciam caracteristicas 
complexas. A posigao de um gene no cromossomo e de- 
nominada locus (plural, loci), e o locus de um gene que 
influencia uma caracteristica quantitativa e denominado 
locus de caracteristica quantitativa - abreviado como locus QT, 
do ingles “quantitative trait”, ou simplesmente QTL. 

Tecnicas moleculares modernas tornaram possivel 
pesquisar foaQT em genomas. Esses foci for am identifica- 
dos e mapeados em cromossomos especfficos em organis- 
mos-modelo em laboratorio, como a mosca-das-frutas e o 
camundongo, em vegetais, como milho e arroz, animais 
de importancia agropecuaria, como porcos e bois, e em 
nossa propria especie. As caracteristicas estudadas inclui- 
ram numero de cerdas na mosca-das-frutas, obesidade no 
camundongo, produtividade do arroz e do milho, pro- 
dugao de leite no gado leiteiro, velocidade de engorda e 
crescimento em porcos, alem de suscetibilidade a doen- 
gas como diabetes, cancer, doenga cardiovascular e esqui- 
zofrenia em seres humanos. 

Para ilustrarmos os metodos usados para identificar 
loci QT nos organismos em que podem ser implementa- 
dos experimentos de melhoramento, consideremos um 
estudo sobre o peso do fruto em tomateiros, posto em 
pratica por Steven Tanksley e colegas. Os tomates cultiva- 
dos pertencem a especie Lycopersicon esculentum. Existem 
muitas variedades diferentes, e, em cada uma delas, os 
frutos tern tamanho, formato e cor caracterfsticos (Figu- 
ra 22.9) . Todas essas variedades foram obtidas por selegao 
artificial de tomateiros selvagens, nativos da America do 
Sul. Acredita-se que o L. pimpinellifolium, que tern frutos 
pequenos, semelhantes a groselha, seja o ancestral gene- 
tico dos tomates cultivados. Um fruto de L. pimpinellifo¬ 
lium pesa cerca de 1 g, enquanto um fruto da variedade 
cultivada Giant Heirloom pode pesar ate 1.000 g - uma 
indicagao expressiva do poder da selegao artificial. 

Tanksley e colegas iniciaram as tentativas de identifica- 
gao dos loci responsaveis pela variagao do peso do coma¬ 
te pela construgao de mapas moleculares detalhados de 
cada um dos 12 cromossomos do tomate. Eles explora- 
ram o fato de que L. pimpinellifolium e L. esculentum dife- 
rem nos sitios onde as enzimas de restrigao clivam o DNA 
genomico. Por exemplo, AcoRI pode clivar um sitio espe- 



■ FIGURA 22.9 Variagao de tamanho, formato e cor de tomates. 


cifico no DNA de L. pimpinellifolium, mas nao e capaz de 
clivar esse sitio no DNA de L. esculentum em razao da mu- 
tagao da sequencia de reconhecimento de EcoRI nesse lo¬ 
cal (GAATTC). Diferengas desse tipo criam polimorfismos 
do comprimento do fragmento de restrigao (RFLP) que podem 
ser analisados por Southern blotting (veja a Figura 15.3 e os 
comentarios relacionados no Capitulo 15). Tanksley e co¬ 
legas catalogaram um grande numero de RFLP no geno- 
ma do tomate e, depois, posicionaram-nos nos mapas ge¬ 
netic os dos cromossomos pela observagao da frequencia 
de recombinagao em hfbridos criados por cruzamento 
das duas especies diferentes. Na verdade, eles trataram 
os RFLP como marcadores geneticos moleculares e fi- 
zeram experimentos de recombinagao semelhantes aos 
que usam marcadores fenotipicos apresentados no Ca¬ 
pitulo 7. Ao todo, 88 loci de RFLP foram posicionados 
nos mapas dos cromossomos do tomate. Entao, Tanksley 
e Zachary Lippman fizeram um experimento para deter- 
minar quais desses loci estavam associados a diferengas 
de peso do fruto. Os procedimentos experimentais sao 
apresentados na Figura 22.10. 

Plantas L. pimpinellifolium foram cruzadas com a va¬ 
riedade Giant Heirloom de L. esculentum, e uma so plan- 
ta da F foi autofertilizada para produzir a prole da F . 
Em cada estagio do experimento, os frutos produzidos 
por cada planta foram pesados. As linhagens parentais 
cram radicalmente diferentes em relagao ao peso do fru¬ 
to: 1 g em L. pimpinellifolium e 500 g em L. esculentum. O 
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■ FIGURA 22.10 Metodos de identificagao de loci QT para o peso 
do fruto em tomateiros. Duas es pedes diferentes de to mate fo¬ 
ram cruzadas para produzir uma planta F v que foi autofertiLiza- 
da para produzir muitas piantas F r Todas as piantas da F 2 foram 
caracterizadas em relagao a caracterfstica quantitative de peso 
do fruto e a uma serie de tod cujos aielos sao definidos por po- 
limorfismos do comprimento do fragmento de restrigao (RFLP). 
Os dados resuitantes foram anaiisados para verificar se havia 
relagao entre o peso do fruto e os genotipos em algum dos loci 
de RFLP. O ale to LP e derivado de L. pimpineiiifolium e o alelo LE 
e derivado de L. esculentum. Para um locus de RFLP (A), o alelo 
LE aumenta o peso do fruto quando e homozigoto. Para o outro 
locus de RFLP (8), o alelo LE nao tem efeito sobre o peso do fruto. 
Portanto, parece que um QTL para o peso do fruto esta localiza- 
do perto do locus A de RFLP. Dados reproduzidos de Lippman, Z. 
and S.Tanksley. 2001. Dissecting the genetic pathway to extreme 
fruit size in tomato using a cross between the small-fruited wild 
species Lycopersicon pimpineiiifolium and L. esculentum var. Gi¬ 
ant Heirloom. Genetics 158:413-422. 





o. 




Peso medio dos frutos (g) por planta 

,\hfi 

Determ macao dos 


marcadores moleculares 
presentes em cada 
planta da F 2 , 


t 


,\h/> 

w Analise da reiacao entre 
cada locus de RFLP e 
o peso dos frutos. 


DNA 



Analise 
de RFLP 



fruto da planta da F tinha, em media, 10,5 g, e o fruto 
das 188 piantas da F geradas tinham, em media, 11,1 g. 
Entre as piantas da F , porem, o peso variou muito, e al- 
gumas piantas tinham frutos com peso medio acima de 
20 g. Essa variagao e causada pela segregagao de genes 
que afetam o peso dos frutos. Para localizar esses genes 
— ou loci QT — no mapa genetico, Tanksley e Lippman 


determinaram os genotipos de RFLP das piantas da F„. 
O DNA foi extrafdo de piantas individuals, digerido com 
enzimas de restrigao e analisado por Southern blot para 
identificar os marcadores de RFLP presentes. Para deter- 
minado locus de RFLP, uma planta da F 2 poderia ser ho- 
mozigota para o marcador de L. pimpineiiifolium , homo- 
zigota para o marcador de L. esculentum ou heterozigota, 
isto e, ter um marcador de cada especie. Esses genotipos 
podem ser designados LP/LP, LE/LE e LP/LE, respecti- 
vamente. Determinou-se o genotipo de cada planta da 
F para os marcadores LPe LE em cada um dos 88 loci de 
RFLP, um empreendimento heroico. 

Entao, Tanksley e Lippman estudaram a relagao entre 
os genotipos em cada locus de RFLP e o peso dos frutos. 
Por exemplo, no locus de RFLP TGI67 no cromossomo 
2, eles constataram que as piantas homozigotas para o 
marcador LP tinham frutos com 8,4 g, as piantas hete- 
rozigotas para os marcadores LP e LE tinham frutos de 
10,0 g e que as piantas homozigotas para o marcador LE 
tinham frutos com 17,5 g. Assim, nesse locus de RFLP 
parece que o marcador LE esta associado ao maior peso 
do fruto, o que sugere que no L. esculentum ha um alelo 
para peso do fruto aumentado em algum lugar perto do 
locus TGI67. Entretanto, nao podemos concluir que o 
alelo para maior peso do fruto esteja realmente no locus 
TGI67, apenas que esteja proximo. Portanto, essa analise 
aponta para a existencia de um QTL que afeta o peso do 
fruto perto de TGI67 no cromossomo 2. Tanksley e Lipp¬ 
man designaram esse QTL como fw2.2. 

Depois de examinar a relagao entre o peso do fruto e 
os genotipos em todos os outros loci de RFLP, Tanksley e 
Lippman concluiram que existem outros cinco loci para 
o peso do fruto, inclusive mais um no cromossomo 2, 
dois no cromossomo 1, um no cromossomo 3 e outro no 
cromossomo 11 (Figura 22.11). Por fim, estudos mais de- 
talhados do mapeamento possibilitaram que Tanksley e 
colegas apontassem com precisao o QTL Jiv2.2e mostras- 
sem que e um gene unico, ORFX. Esse gene e expresso 
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■ FIGURA 22.11 Loci de RFLP e QT para o peso do fruto em quatro cromossomos no genoma do tomate. Os loci de RFLP destacados estao 
associados a efeitos no peso do fruto. Os lociQT, designados pelas letras fw, estao situados proximos. Dados reproduzidos de Lippman, Z. and 
S.Tanksley. 2001. Dissecting the genetic pathway to extreme fruit size in tomato using a cross between the smalt-fruited wild species Lycoper- 
sicon pimpinellifolium and L. esculentum var. Giant Heirloom. Genetics 158: 413-422. 



Detecgao da dominancia em um QTL 


PROBLEMA 

a. A Figura 22.10 mostra como Zachary Lippman e Steven Tanksley 
identificaram loci QT para o peso do fruto em tomateiros. Os 
pais no cruzamento inicial diferiam radicalmente no peso medio 
de seus frutos - 1 g e 500 g. Os frutos da F, tinham, em media, 
10,5 g, e os frutos da F, tinham, em media, 11,1 g. Por que esses 
dados indicam que a dominancia influencia o peso do fruto em 
tomateiros? 

b. Lippman e Tanksley identificaram seis loci QT que influenciam o 
peso do fruto. Um locus, fwll.3, foi localizado perto do locus de 
RFLP TG36 no cromossomo 11. Outro locus, fw2.2, foi localizado 
perto do locus de RFLP TG167 no cromossomo 2. Quando se 
determinou o genotipo das plantas da F 2 para esses dois loci, 
Lippman e Tanksley constataram a relagao entre os genotipos e 
o peso medio do fruto {todos os valores em gramas) 1 . 


Genotipo das plantas da E 2 
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Que QTL mostra dominancia para o trago peso do fruto? Qual dos 
alelos, LE ou LP, e dominante? 

Dados reproduzidos de Lippman, Z. and S. Tanksley. 2001. Dissecting the 
genetic pathway to extreme fruit size in tomato using a cross between the 
small-fruited wild species Lycopersicon pimpinellifolium and L esculentum 
var. Giant Heirloom. Genetics 158:413-422. 


FATOS E CONCEITOS 

1. Quando ha agao aditiva dos alelos, o fenotipo do heterozigoto 
e intermediario entre os fenotipos dos dois homozigotos. 

2. Para um geneticista quantitative, a dominancia existe quando 
os alelos nao atuam de modo estritamente aditivo. Portanto, a 
dominancia e um desvio da aditividade estrita. 

3. Quando um unico locus atua em uma caracteristica, a dominan¬ 
cia e indicada quando o fenotipo do heterozigoto nao e inter¬ 
mediario entre os fenotipos dos dois homozigotos. 

4. Quando muitos/oc/atuam em uma caracteristica, a dominancia 
e indicada quando o fenotipo da F 1 nao e intermediario entre os 
fenotipos dos dois pais. 

ANALISE E SOLU^AO 

a. O peso medio dos frutos nas geraqoes P, F 1 e F, indica que 
a dominancia participa da determinate dessa caracteristica 
quantitativa. As medias na F 1 e na F , sao muito mais proximas 
do peso do fruto de L. pimpinellifolium que de L. esculentum. 
Essa tendencia e uma indicagao clara de dominancia. 

b. O QTL fw2.2 mostra dominancia, mas o QTL fwl 1.3, nao. Para 
fwZ.2, o fenotipo do heterozigoto esta proximo do fenotipo do 
homozigoto IP HP, nao intermediario entre os dois homozigo¬ 
tos. Essa observagao indica que o alelo LP do QTL fw2.2 e 
parcialmente dominante em relagao ao alelo LE. ja o fenotipo 
do heterozigoto em QTL fwl 1.3 e quase intermediario entre os 
fenotipos dos dois homozigotos. Assim, os alelos desse locus 
parecem ter agao mais ou menos aditiva para determinar o peso 
do fruto. 
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no inicio do desenvolvimento das flores e tem estrutura 
semelhante a do oncogene c-ras. Assim, seu produto po- 
deria participar da transdugao de sinal nas celulas (veja 
os Capftulos 20 e 21). Para se aprofundar na analise dos 
loci QT do tomateiro, acompanhe Problema resolvido: 
Detecgao da dominancia em um QTL. 

A pesquisa de Tanksley mostra que a identificagao e o 
mapeamento de loci QT pode ser uma tarefa elaborada e 
demorada. Felizmente, novas tecnologias como os chips 
genicos que detectam polimorfismos de nucleotfdio unico 
aceleraram o trabalho. Essas tecnologias tambem foram 
usadas para encontrar associagoes entre marcadores mo- 
leculares e varias doengas humanas, inclusive algumas que 
podem ser consideradas caracteristicas limiares poligenicas. 
As vezes, as associagoes entre os marcadores e as doengas 
sao encontradas em heredogramas, mas, na maioria das ve¬ 
zes, sao descobertas em amostras da populagao em geral. 

Iniciamos este capftulo com uma historia sob re doen- 
ga cardiovascular, que e uma importante causa de mor- 


te na sociedade pos-industrial. Ha muito se sabe que a 
suscetibilidade a essa doenga e influe nciada por fatores 
geneticos. Por exemplo, pessoas que tem metade dos ge¬ 
nes em comum com parentes que tiveram cardiopatia 
coronariana sao sete vezes mais propensas a doenga do 
que parentes equivalentes de pessoas nao afetadas. Alem 
disso, o risco de que um gemeo monozigotico morra por 
cardiopatia coronariana quando o outro gemeo morreu 
por essa doenga antes de 65 anos e tres a sete vezes maior 
que o risco em gemeos dizigoticos. Esses e outros dados 
estatfsticos indicam que a suscetibilidade a doenga car¬ 
diovascular esta sob controle genetico. A pesquisa atual 
vem se concentrando no esforgo de identificar genes 
especfficos que contribuem para a variagao dos fatores 
associados ao risco de desenvolver essa doenga. Esses fa¬ 
tores incluem nfvel plasmatico de colesterol, obesidade, 
pressao arterial, nfvel de lipoprotemas de alta e baixa 
densidade e nfvel de triglicerfdios. A Tabela 22.2 lista al- 
guns dos loci QT identificados n essas tentativas. 



Loci de caracterfstica quantitativa que contribuem para a variagao em fatores de risco para doenga cardiovascular. 


Locus 

Produto genico 

Cromossomo 

Fator de risco 

ACT 

Angiotensina 

1 

Pressao arterial 

APOA-1 

Apolipo prate ma A1 

11 

Colesterol HDL a 

APOA-2 

Apoli pop rote ma A2 

1 

Colesterol HDL 

APOA-4 

Apolipoprotema A4 

11 

Colesterol HDL, triglicerfdios 

APOB 

Apoli poprotefna B 

2 

Colesterol LDL b 

APOC-3 

Apolipoprotema C3 

L ii J 

Triglicerfdios 

APOE 

Apolipoprotefna E 

19 

Colesterol LDL, triglicerfdios 

CETP 

Protelna de transferencia de ester de colesterol 

16 

Colesterol HDL 

DCP 

Dipeptidil carboxipeptidase 

17 

Colesterol HDL, pressao arterial 

FGA/B 

Fibrinogenio A e B 

, 4 

Fibrinogenio 

HRG 

Glicoprotefna rica em histidina 

3 

Glicoprotefna rica em histidina 

LDLR 

Receptor de lipoprotefna de baixa densidade 

19 

Colesterol LDL 

LPA 

Lipoprotema (a) 

6 

Colesterol HDL, triglicerfdios 

LPL 

Lipoprotefna lipase 

8 

Triglicerfdios 

PLAT | 

Ativador do plasminogenio tecidual 

8 

Nfvel de ativador do plasminogenio tecidual 

PLANH1 

Inibidor do ativador do plasminogenio-1 

7 

Nfvel de PAi-1 


Fonte: C. P. Vogler etal. 1997. Genetics and behavioral medicine: risk factors for cardiovascular disease. Behavioral Medicine 22:141-149. 
“Lipoprotefna de alta densidade. 
lipoprotefna de baixa densidade. 


PONTOS ESSENCIAIS . 


# 


A varidnciafenotipica total pode ser dividida em componentes genetico e ambiental: V T = V + V 

A varidncia fenotipica em uma populagao geneticamente uniforme estima V 

A herdabilidade em sentido amplo e a proporgao da varidncia fenotipica total que e varidncia 
genetica: H 2 = V /V T 

A varidncia genetica pode ser subdividida em varidncias genetica aditiva, dominancia e 
epistdtica V = V + V, + V. 

r g a d i 

A herdabilidade em sentido restrito e a proporgdo da varidncia fenotipica total devida aos 
efeitos aditivos dos alelos: h 2 = V /V 

A herdabilidade em sentido restrito e. usada para prever osfenotipos da prole (T Q ) dados o fenotipo 
medio dos pais (T ) e o fenotipo medio da populagao (pi) de arigem dos pais: T. = pH- h 2 (T — pi) 

A resposta a selegao artificial pode ser prevista a partir da herdabilidade em sentido restrito e 
do diferencial de selegao: R = h 2 S 

Usando marcadores moleculares, os geneticistas sao capazes de identificar e mapear loci de 
caracterisiica quantitativa. 
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Correlates entre parentes 


AnaLises quantitativas da semelhanga entre parentes 
podem proporcionar estimativas das herdabilidades em 
sentido amplo e restrito. 

Grande parte da analise genetica classica requer com- 
paragoes entre parentes — pais e filhos, irmaos, meios-ir- 
maos, e assim por diante. O procedimento habitual e 
acompanhar uma caracterfstica especffica ao longo de 
uma serie de cruzamentos ou rastrea-la em um conjunto 
de heredogramas. Pela analise dos dados, e possfvel dis- 
tinguir se a caracterfstica tern ou nao uma base genetica. 
Em caso afirmativo, outros estudos podem possibilitar ao 
pesquisador identificar o gene ou genes implicados, loca- 
lizar esses genes nos cromossomos e, por fim, analisa-los 


em nfvel molecular. Nas caracteristicas complexas que 
implicam muitos genes e tambem sao influenciadas por 
um grupo de fatores ambientais, esse tipo de analise e 
dilicflimo. Todavia, comparagoes entre parentes podem 
oferecer informagoes uteis sobre a variagao genetica da 
caracterfstica. 

CORRELACAO DE FEN6TIPOS 
QUANTITATIVOS ENTRE PARENTES 

Com f'requencia, os parentes tern f'enotipos semelhantes 
de uma caracterfstica quantitativa. Consideremos, como 
exemplo, dados sobre a altura de gemeos monozigoticos. 
A Figura 22.12A mostra esses dados, e cada par de gemeos 


175 


172,50 - 


170 - 


167,50 - 


165 - 



160 - 


157,50 - 


155 - 


152,50 - 


150 - 


147,50 



147,50 


152,50 


157,50 


162,50 

Altura (cm) 
Gemeo 2 


167,50 


172,50 


177,50 



K fiCURA 22.12 Correlagoes entre pontos de dados pareados. A. Cor- 
reiagao positiva da altura entre gemeos monozigoticos (dados cedidos 
porThomas Bouchard, University of Minnesota). B. Conjunto de dados 
pareados nos quais o coeficiente de correlagao e proximo de zero. 
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e representado por um ponto no grafico. A altura de um 
membro de cada par e assinalada no eixo horizontal ou 
x, e a altura do outro gemeo e assinalada no eixo vertical 
ou y. O graftco deixa claro que gemeos monozigoticos 
tem alturas muito semelhantes. Quando um gemeo e 
baixo, o outro tambem tende a ser baixo; quando um 
gemeo e alto, o outro tambem tende a ser alto. O nome 
dado a esse padrao de semelhanga e correlagao positiva, 
que e resumido quantitativamente pelo calculo de um 
dado estatistico denominado coeficiente de correlagao, 
geralmente simbolizado pela letra r. Indiquemos a altura 
do gemeo assinalado no eixo x pela letra X e a altura do 
outro gemeo assinalada no eixo y pela letra Y; o coefi¬ 
ciente de correlagao para todos os pares de gemeos no 
grafico e calculado a partir da expressao 

r = 2[(X, - X) ( Y k -?)]/[(n-1) s x *,] 

Nessa formula, X e Y sao as medias das amostras dos ge¬ 
meos representados nos eixos x e y, s e s sao os respecti- 
vos desvios padroes da amostras, eneo numero de pares 
de gemeos. A letra grega X indica a somatoria do indice 
k de todos os pares de gemeos. Essa formula oferece aos 
pesquisadores um metodo para atribuir um numero a um 
conjunto de medidas pareadas, como a altura dos gemeos 
no grafico. O valor do coeficiente de correlagao varia de -1 
a +1, cm que -1 indica correlagao negativa perfeita entre X 
e Y (pareamento sistematico de valores altos em um eixo 
com valores baixos no outro eixo) e +1 indica correlagao 
positiva perfeita. Quando o coeficiente de correlagao e 
igual a zero, dizemos que nao ha correlagao entre as medi¬ 
das. Esse tipo de situagao e ilustrado na Figura 22.12B, na 
qual nao ha relagao sistematica entre os valores assinala- 
dos nos eixos x e y. O coeficiente de correlagao dos dados 
dos gemeos na Figura 22.12A e de +0,84, muito proximo 
de +1. Portanto, gemeos monozigoticos apresentam forte 
correlagao positiva em relagao a altura. 

E possfvel calcular os coeficientes de correlagao de to¬ 
dos os tipos de fenotipos quantitativos — altura, peso, QI 
etc. Alem disso, o calculo desses coeficientes pode usar 
dados de diferentes tipos de parentes — por exemplo, de 
pares de gemeos, pares de irmaos, pares de meios-irmaos 
e pares de primos em primeiro grau. Tambem podemos 
calcular os coeficientes de correlagao usando dados de 
indivfduos sem parentesco — por exemplo, de pares de 
colegas de quarto na universidade. Caso parte da varia¬ 
gao de uma caracteristica quantitativa seja ocasionada 
por diferengas geneticas entre os indivfduos, espera-se 
que o coeficiente de correlagao aumente com o grau de 
relagao genetica. Assim, a correlagao deve ser maior em 
gemeos monozigoticos, que tem 100% dos genes iguais, 
do que em primos de primeiro grau, que tem 12,5% dos 
genes em comum. 

INTERPRETACAO DAS CORRELATES 
ENTRE PARENTES 

Ja vimos que a variagao de uma caracteristica quantitativa 
pode ser dividida em componentes genetico e ambiental. 


A herdabilidade em sentido amplo ( H 2 ) e a proporgao 
da variancia fenotfpica causada por variagao genetica em 
uma populagao, e a herdabilidade em sentido restrito 
( h 2 ) e a proporgao da variancia fenotfpica causada por 
variagao genetica aditiva em uma populagao. Se a domi¬ 
nancia e a epistasia inf luenciam uma caracteristica, espe- 
ramos que a herdabilidade em sentido amplo seja maior 
que a herdabilidade em sentido restrito. Se esses fatores 
nao influenciam uma caracteristica, entao a herdabilida¬ 
de em sentido amplo e a herdabilidade em sentido restri¬ 
to sao equivalentes. 

Os coeficientes de correlagao calculados pela formula 
apresentada na segao anterior podem ser interpretados 
em termos de herdabilidade em sentido amplo e herda¬ 
bilidade em sentido restrito. Os geneticistas analisaram 
as relagoes entre essas quantidades, comegando com o 
trabalho pioneiro de R. A. Fisher. Essa analise supde que 
T, o valor de uma caracteristica em um individuo, e igual 
a media da populagao (|x) mais desvios genetico (g) e 
ambiental ( e ) da media: 

T= ^+g+e 

= 1x + a+ d+i+e 

Os termos a, de i nessa expressao sao, respectivamen- 
te, os componentes aditivo, de dominancia e epistatico do 
desvio genetico da media. Tambem e necessario conside- 
rar que os fatores geneticos que influenciam o fenotipo 
sao independentes dos fatores ambientais e que os fatores 
geneticos e ambientais nao apresentam interagao nao adi¬ 
tiva. Partindo dessas suposigoes, o coeficiente de correla¬ 
gao de um par de parentes e igual a proporgao da varian¬ 
cia total da caracteristica decorrente dos fatores geneticos 
e ambientais compartilhados pelos parentes. A Tabela 22.3 
apresenta interpretagoes teoricas dos coeficientes de cor¬ 
relagao de diferentes tipos de gemeos humanos. 

Gemeos monozigoticos criados separados (MZS) tem 
genotipos identicos. Assim, esses gemeos tem em comum 
todos os fatores geneticos que contribuem para o termo 
g na expressao de calculo do valor de uma caracteristica 
quantitativa, inclusive os efeitos aditivos de alelos, os efei- 
tos de dominancia e os efeitos de epistasia. Entretanto, 
por terem sido criados separados, os MZS nao tem em 


Tabela 22.3 

Valores teoricos de coeficientes de correlagao para 
gemeos MZ e DZ e indivfduos sem parentesco (SP), 
criados juntos (J) ou separados (S). 

Parentesco 

Valor teorico do coeficiente de 
correlagao (r) 

[ MZS 

H 2 

MZJ 

H z + C 

DZS 

(1/2)/j z + D z 

DZJ 

{V2)h 2 + D 2 + C z 

SPS 

0 

SPJ 
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comum os efeitos ambientais re presen tad os pelo termo 
e na expressao. Desse modo, a correlagao entre MZS de- 
pende apenas de seus genotipos identicos. Na teoria da 
genetica quantitativa, essa correlagao e igual a proporgao 
da variancia fenotfpica total devida a diferengas geneticas 
entre os pares de gemeos — isto e, e igual a herdabilidade 
em sentido amplo, H 2 . 

Gemeos monozigoticos criados juntos (MZJ) tern um 
ambiente comum alem de genotipos identicos. Portanto, 
a correlagao entre eles e igual a proporgao da variancia 
total decorrente de genotipos iguais (H 2 ) mais a propor¬ 
gao decorrente de fatores ambientais iguais. Esse ultimo 
componente, indicado pelo termo C 2 na Tabela 22.3, e 
conhecido como ambientalidade. 

A semelhanga entre gemeos dizigoticos (DZ) e igual 
a de dois irmaos quaisquer. Portanto, para interpretar 
um coeficiente de correlagao entre gemeos DZ e preciso 
dividir seu componente genetico por 2, ja que 1/2 e a 
fragao de genes iguais em gemeos DZ (ou irmaos) em 
razao da origem comum. Alem disso, embora em ge¬ 
meos DZ os efeitos aditivos dos genes em comum sejam 
iguais, os efeitos de dominancia e epistaticos sao apenas 
parcialmente iguais. Essa diminuigao da similaridade 
decorrente da dominancia e da epistasia reflete a baixa 
probabilidade de que gemeos DZ herdem combinagoes 
especfficas de alelos de seus pais. Portanto, o coeficiente 
de correlagao para gemeos DZ e maior ou igual a (1/2) 
U 2 , porem menor ou igual a (1/2) H 2 . Se a dominancia e a 
epistasia forem desprezfveis, o coeficiente de correlagao 
sera igual a (1/2) fi 2 . Se houver algum grau de dominan¬ 


cia e epistasia, sera igual a (1/2) A 2 mais uma fragao da 
diferenga entre (1/2 )H 2 e (1/2) fi 2 . Na Tabela 22.3, essa 
fragao e representada pelo termo D 2 . No caso de gemeos 
dizigoticos criados juntos (DZJ), o coeficiente de correla¬ 
gao incluiriaainda o efeito do ambiente em comum (C 2 ). 
Esse efeito nao contribui para a correlagao entre gemeos 
dizigoticos criados separados (DZS) porque esses tipos 
de gemeos nao compartilham o mesmo ambiente. 

Indivfduos sem parentesco criados separados (SPS) 
ou juntos (SPJ, por exemplo, criangas sem parentesco 
adotadas pela mesma famflia) nao tern genes em comum 
recebidos dos pais. Consequentemente, a correlagao en¬ 
tre esses tipos de indivfduos nao inclui o componente ge¬ 
netico. Inclui, porem, o efeito do ambiente em comum 
(£?) se forem criados juntos. 

Gragas a esses e outros resultados teoricos, os geneticis- 
tas podem usar correlagoes entre parentes para estimar 
as herdabilidades em sentido amplo e restrito para tragos 
quantitativos. A correlagao entre gemeos monozigoticos 
criados separados torna possfvel estimar a herdabilidade 
em sentido amplo, e a correlagao entre gemeos dizigoti¬ 
cos criados separados oferece uma estimativa maxima da 
herdabilidade em sentido restrito. As correlagoes entre 
outros tipos de parentes - irmaos, meios-irmaos e primos 
em primeiro grau — tambem oferecem estimativas maxi- 
mas da herdabilidade em sentido restrito. E importante 
destacar, porem, que todas essas estimativas dependem 
de varias conjecturas simplificadoras, que podem ou nao 
ser encontradas na populagao em estudo. Assim, sua in- 
terpretagao e tema de consideravel incerteza. 


PONTOS ESSENCIAIS * O coeficiente de correlagao resume o grau de associagdo entre medidas pareadas, X k e Y k : r = 

2[(X k -X)(Y k -Y)]/[(n-l)s xS g 

• O coeficiente de correlagao pode ser usado para estimar a proporgao da variancia total de uma 
caracteristica quantitativa decorrente dos fatores geneticos e ambientais compartilhados por 
parentes 


• A correlagao entre gemeos monozigoticos criados separados torna posszvel estimar a herdabili¬ 
dade em sentido amplo 

• A correlagao entre gemeos dizigoticos criados separados oferece uma estimativa maxima da 
herdabilidade em sentido restrito. 


Genetica quantitativa de caracterfsticas 
comportamentais humanas 


A teoria da genetica quantitativa foi usada para avaliar a 
herdabilidade das caracterfsticas de inteligencia e perso- 
nalidade em seres humanos. 

Os animais apresentam uma grande variedade de com- 
portamentos associados a alimentagao, cortejo, repro- 
dugao e varias outras atividades. So agora se come gam 
a identificar os determinantes geneticos desses com- 
portamentos com o auxflio de experimentos. Estudos 


com linhagens mutantes de vermes, moscas-das-frutas e 
camundongos revelaram varios genes que influenciam 
o comportamento. As pesquisas em seres humanos tam¬ 
bem indicaram que o comportamento e afetado por fa¬ 
tores geneticos. Por exemplo, pessoas com doenga de 
Huntington perdem gradualmente o controle motor e 
a fungao mental; a medida que a doenga avanga, elas 
tornam-se deprimidas, ate mesmo psicoticas. A doen¬ 
ga de Huntington e causada por uma mutagao domi- 
nante que se manifesta em adultos, geralmente depois 
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dos 30 an os. Atualmente, nao existe cura. A fenilceto- 
nuria e outro disturbio genetico humano com fenotipo 
comportamental. Pessoas com essa doenga acumulam 
metabolitos toxicos no tecido nervoso, inclusive no en- 
cefalo. Sem tratamento — que consiste na restrigao da 
quantidade de fenilalanina consumida na alimentagao 

— o desenvolvimento mental e anormal. Outro exemplo 
da influencia do genotipo sobre o comportamento e a 
sindrome de Down, disturbio causado pela presenga de 
um cromossorao 21 extra. As pessoas com esse distur¬ 
bio tern capacidade mental abaixo do normal e, quan- 
do sobrevivem ate a meia-idade, sempre desenvolvem 
doenga de Alzheimer, uma forma de demencia que tam- 
bem acomete individuos sem anomalias cromossomicas, 
embora com frequencia muito menor e geralmente em 
idade bem mais avangada. As pessoas com doenga de 
Alzheimer perdem as fungoes de memoria e intelectu- 
al de maneira gradual, mas inexoravel; ha amnesia e 
desorientagao progressivas, com necessidade de moni- 
toramento constante para evitar que machuquem a si 
proprias ou aos outros. Atualmente os pesquisadores 
acreditam que a doenga de Alzheimer pode ser causada 
por copias extras ou alelos mutantes de um gene locali- 
zado no cromossomo 21. Alelos mutantes de outros ge¬ 
nes tambem podem causar doenga de Alzheimer. 

Disturbios como doenga de Huntington, fenilcetonu- 
ria e sindrome de Down indicam que fatores geneticos 
podem influenciar o comportamento humano. Entre- 
tanto, esses disturbios nao oferecem muitas informagoes 
sobre a natureza das diferengas comportamentais obser- 
vadas na populagao em geral. A variagao genetica e res- 
ponsavel por algumas dessas diferengas? Em caso afirma- 
tivo, que proporgao da variabilidade geral e causada por 
fatores geneticos? Essas perguntas polemicas estao den- 
tro da esfera de agao da genetica quantitativa. Nas proxi- 
mas segoes, aplicaremos a teoria da genetica quantitativa 
ao estudo de duas caracteristicas complexas do compor¬ 
tamento humano, a inteligencia e a personalidade. 

INTELIGENCIA 

O termo inteligencia refere-se a uma variedade de aptidoes 
mentais, que incluem habilidades verbais e matematicas, 
memoria, raciocinio e solugao de problemas, discrimina- 
gao de objetos diferentes e percepgao espacial. Por mais 
de um seculo, psicologos tentaram caracterizar e quanti- 
ficar essas aptidoes pela aplicagao de testes de inteligen¬ 
cia. Os testes — e foram usados muitos testes diferentes 

— tentam medir a capacidade geral de raciocinio. A pon- 
tuagao obtida em um desses testes e convertida em um 
quociente de inteligencia ( QI ), dimensionado de modo que 
a media da populagao seja igual a 100 e o desvio padrao, 
15. Embora haja consideravel discussao sobre o real signi- 
ficado do QI — e realmente um indicador da inteligencia 
de uma pessoa? —, essa pontuagao foi usada para avaliar 
se a variagao da capacidade mental tern um componente 
genetico. Alguns dos dados mais reveladores sao origina- 
dos de estudos de gemeos monozigoticos e dizigoticos. 


Nos testes de QI, os coeficientes de correlagao de ge¬ 
meos MZ, criados juntos ou separados, sao muito altos 
- na faixa de 0,7 a 0,8 (Tabela 22.4). Em comparagao, os 
coeficientes de correlagao de gemeos DZ tendem a ser 
menores — provavelmente porque eles tern apenas meta- 
de dos genes em comum, e os coeficientes de correlagao 
para individuos sem parentesco criados juntos sao prati- 
camente iguais a zero. Essas analises sao uma forte indi- 
cagao de que qualquer que seja o elemento medido pelo 
teste de QI, tern um grande componente genetico. Essa 
conclusao e respaldada por outras analises de correlagao. 
Por exemplo, o QI de criangas adotadas tern maior cor¬ 
relagao com o QI de seus pais biologicos que com o QI 
de seus pais adotivos. Assim, na determinagao do QI, a li- 
gagao biologica (ou seja, genetica) entre pais e filhos pa- 
rece ter maior influencia que o componente ambiental. 

Que firagao da variagao entre os QI e atribuivel a dife¬ 
rengas geneticas entre as pessoas? A estimativa mais dire- 
ta provem do coeficiente de correlagao para gemeos MZ 
criados separados. Os valores observados desse coeficien¬ 
te de correlagao sao de aproximadamente 0,7; assim, ate 
70% da variagao do QI e atribuivel a variabilidade genetica 
da populagao. Essa estimativa da herdabilidade em senti- 
do amplo significa que, em relagao a inteligencia (medida 
pelo QI), as diferengas entre as pessoas estao mais relacio- 
nadas com fatores geneticos que a fatores ambientais. 

PERSONALIDADE 

Tragos de personalidade, como a inteligencia, podem ser 
avaliados por testes. Os psicologos usam muitos testes di¬ 
ferentes, alguns para avaliar caracteristicas da personali¬ 
dade e outros para avaliar interesses vocacionais e sociais. 
Os resultados desses testes tendem a ser menos confiaveis 
que os dos testes de QI. Todavia, medem aspectos da per¬ 
sonalidade humana de um modo que possibilita a analise 
das influencias geneticas. 

Talvez a analise genetica mais completa da perso¬ 
nalidade na populagao em geral seja a originada do 
Minnesota Study of Twins Reared Apart (Estudo de ge- 


Tabela 22.4 


Coeficientes de correlagao de QI em gemeos MZ e DZ, 
criados juntos (j) ou separados (S) a . 


Estudo 

MZ] 

MZS 

DZJ 

DZS 

Newman eta/., 1937 


0,71 



Juel-Nielsen, 1980 


0,69 



Shields, 1962 


0,75 



Bouchard et a/., 1990 

0,83 

0,75 



Pedersen eta/., 1992 

0,80 

0,78 

0,22 

0,32 

Newman eta/., 1998 




0,47 

Media 

0,82 

0,75 

0,22 

0,38 


a Dados e references de Bouchard, T. J. 1998. Genetic and environmental 
influences on adult intelligence and special mental abilities. Human Biot. 70: 
257-279. Com permissao de Wayne State University Press. 
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meos criados separados de Minnesota), um projeto de 
pesquisa de longa duragao posto em pratica na Univer¬ 
sity of Minnesota. Os resultados desse projeto sugerem 
que diferencas geneticas explicam uina fragao signifi- 
cativa da variagao geral da personalidade humana, tal- 
vez ate 50% (Tabela 22.5). O coeficiente de correlagao 
da personalidade e a pontuagao do teste de interesse 
psicologico de gemeos MZ criados separados variam de 
0,39 a 0,50. Assim, a herdabilidade em sentido amplo 
dessas caracteristicas e razoavelmente alta. Outra ob- 
servagao sobre o controle genetico da personalidade 
veio do estudo de disturbios como depressao maniaca, 
esquizofrenia e alcoolismo. Estimou-se a ocorrencia 
dessas caracteristicas em pares de gemeos MZ e DZ, 
e a constatagao geral e de que os gemeos MZ sao mais 
semelhantes que os gemeos DZ. Assim, por exemplo, 
entre pares de gemeos MZ do sexo masculino em que 
um deles e alcoolatra, o outro gemeo e alcoolatra em 

7 u 

41% das vezes. Ja nos gemeos DZ isso ocorre em 22% 
dos casos. A maior concordancia do alcoolismo entre 
gemeos MZ sugere que essa caracterfstica e influencia- 
da por fatores genedcos. 


Tabela 22.5 

Coeficientes de correlagao medios para gemeos 

MZ criados juntos (J) ou separados (S) submetidos 
a avaliagao de caracteristicas de personalidade, 
interesses psicologicos e atitudes sociais como parte 
do Minnesota Study of Twins Reared Apart. 3 

fnstrumento de teste 

MZJ 

MZS 

Caracteristicas de personalidade 



Questionario multidimensional de personalidade 

0,49 

0,50 

Inventario psicologico da California 

0,49 

0,48 

interesses psicologicos 



Inventario de interesses de Strong Campbell 

0,48 

0,39 

Inventario de interesses vocadonais de Jackson 

NA 

0,43 

Escala de interesse ocupacional de Minnesota 

0,49 

0,40 

Atitudes sociais 



Escalas de religiosidade 

0,51 

0,49 

Itens de atitudes sociais nao religiosas 

0,28 

0,34 

Escala de tradicionalismo MPQ 

0,50 

0,53 


a Resumido com permissao de Bouchard et ai 1990. Science 250: 223-223. 
Copyright 1990. 

American Association for the Advancement of Science. 


PONTOS ESSENCIAIS 


O estudo de gemeos monozigoticos e dizigotieos, criados juntos ou separados, foi util na avalia 
cdo do grau de influencia dos genes sobre o comportamento da populacdo hu mana em geral 

Estima te que a herdabilidade em sentido amplo para inteligencia, medida por testes de QI, 
seja de 70 % 

Estima-se que a herdabilidade em sentido amplo para caracteristicas de personalidade varie 
entre 34 e 50%. 


Exerdcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Em uma especie de vegetal, a altura do caule e de- 
terminada por quatro genes de distribuigao inde- 
pendente, A, B, C e I), e cada um deles segrega dois 
alelos; um alelo de cada gene, designado pelo so- 
brescrito zero, nao acrescenta nada a altura basica 
de 10 cm do caule, enquanto o outro alelo, desig¬ 
nado pelo sobrescrito um, acrescenta 1 cm a altura 
basica do caule. Se a altura do caule e determinada 
pela agao aditiva de todos os alelos desses genes, (a) 
qual e o fenotipo de uma planta com genotipo A3 A 1 
B' ] B 1 C°C‘ D°D l , e, (b) se essa planta for autofecun- 
dada, que fragao da prole tera 10 cm de altura? 

Resposta: (a) O fenotipo do heterozigoto quadruplo deve 
ser a altura basica (10 cm) mais as contribuigdes de 
cada alelo com sobrescrito um (4 cm), isto e, 14 cm. 
(b) Entre a prole da planta autofecundada, apenas 
as homozigotas para todos os alelos com sobrescrito 


zero tera o fenotipo basico de 10 cm. A frequencia 
desses homozigotos quadruplos para zero sera de 
(1/4) 4 = 1/256. 

2. Na esquizofrenia, a concordancia para gemeos mo¬ 
nozigoticos e de 60% e para gemeos dizigotieos e 
de 10%. Esses fatos indicam que a esquizofrenia e 
uma caracterfstica de limiar de base genetica? 

Resposta: A maior concordancia em gemeos monozigo¬ 
ticos, que sao geneticamente identicos, indica que 
a esquizofrenia e uma caracterfstica de limiar de 
base genetica. A menor concordancia em gemeos 
dizigotieos provavelmente reflete o fato de que tern 
apenas 50% dos genes em comum. 

3. Qual das duas distribuigoes de frequencia mostra- 
das adiante tern (a) a maior media, (b) a maior va- 
riancia, (c) o maior desvio padrao? 
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Resposta: A distribuigao B tem a maior media. A distri¬ 
buigao A tem a maior variancia e o maior desvio 
padrao. 

4. Duas linhagens altamente endogamicas de feno- 
tipos diferentes, P e P , foram cruzadas para pro- 
duzir uma populagao F , que foi intercruzada para 
produzir uma populagao F„. Em que linhagem ou 
populagao espera-se que a variancia genetica de 
uma caracteristica quantitativa seja maior que zero? 

Resposta: Espera-se que a variancia genetica seja maior 
que zero na populagao F v porque ha segregagao 
para as diferengas geneticas introduzidas pelo cru- 
zamento inicial entre P e P y . Espera-se que as li¬ 
nhagens endogamicas e a populagao F criada poi' 
cruzamento tenham pequena ou nenhuma variabi- 


lidade genetica. Assim, a variancia genetica nessas 
populagoes deve ser praticamente igual a zero. 

5. Diferencie herdabilidade em sentido amplo e her- 
dabilidade em sentido restrito. 

Resposta: A herdabilidade em sentido amplo inclui toda 
a variancia genetica como uma fragao da variancia 
fenotfpica total. A herdabilidade em sentido res¬ 
trito inclui apenas variancia genetica aditiva como 
uma fragao da variancia fenotfpica total. 

6. Suponha que o coeficiente de correlagao para al- 
tura entre gemeos DZ humanos criados separados 
seja de 0,30. O que essa correlagao sugere sobre o 
valor da herdabilidade em sentido restrito para al- 
tura nessa populagao? 

Resposta: Teoricamente, o coeficiente de correlagao para 
gemeos DZ criados separados e estimado como 
(1/2 )h 1 2 + D \ em que D- indica as correlagoes decor- 
rentes da dominancia e da epistasia. Se considerar- 
mos que nera a dominancia item a epistasia causa 
variagao desse trago, estimaremos o coeficiente de 
correlagao por (1/2) h 2 . Assim, se multiplicarmos o 
coeficiente de correlagao por dois, obteremos uma 
estimativa maxima da herdabilidade em sentido 
restrito; h 2 < 2 X 0,30 = 0,60. 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Um grupo de pesquisadores estudou a variagao do 
numero de cerdas abdominais em femeas de Dro¬ 
sophila. Duas linhagens endogamicas com numeros 
de cerdas diferentes foram cruzadas para produzir 
uma F, hfbrida. A variancia do numero de cerdas 
entre as moscas da F foi 3,33. Essas moscas da F fo¬ 
ram intercruzadas para produzir uma populagao 
F„ na qual a variancia do numero de cerdas foi de 
5,44. Estime a herdabilidade em sentido amplo do 
numero de cerdas na populagao F . 

Resposta: Como foram produzidas por cruzamento de 
duas linhagens endogamicas, as moscas da F sao 
geneticamente uniformes. Portanto, a variancia ob- 
servada entre essas moscas estima a variancia am- 
biental, V. A variancia observada nas moscas da F,, 
V r e a soma da variancia genetica, V. e da variancia 
ambiental, V. Assim, podemos estimar V ir subtrain- 
do a variancia observada nas moscas da F da vari¬ 
ancia observada nas moscas da F, * V = V, r - V - 5,44 
- 3,33 = 2,11. Portanto, a herdabilidade em sentido 
amplo, definida como VJV e 2,11/5,44 = 0,37. 

ft J 

2. O valor medio de uma caracteristica e de 100 uni- 
dades, e a herdabilidade em sentido restrito e 0,3. 
Um macho e uma femea que medem 130 e 90 uni- 


dades, respectivamente, sao cruzados e produzem 
uma prole numerosa, criada em ambientes escolhi- 
dos de maneira aleatoria. Qual e o valor esperado 
da caracteristica nessa prole? 

Resposta: O valor medio dos pais (a media dos dois pais) 
e (130 + 90)/2 = 110. Esse valor desvia-se da media 
da populagao (100) em 10 unidades. Se a herdabili¬ 
dade em sentido restrito para a caracteristica for de 
0,3, 30% desse desvio deve ser hereditario. Conse- 
quentemente, o valor previsto da caracteristica para 
a prole desses dois pais e de 100 + (0,3 X 10) = 103. 

3. Em um estudo de gemeos MZ e DZ, criados juntos 
ou separados, um grupo de pesquisadores suecos 
obteve os seguintes coeficientes de correlagao dos 
resultados do teste de QI: MZJ, 0,80; MZS, 0,78; 
DZJ,0 ,22; DZS, 0,32. O que essas correlagoes suge- 
rem acerca do grau de atribuigao da variagao do QI 
a variagao genetica? Os resultados sao internamen- 
te coerentes? 

Resposta: A correlagao em gemeos MZ criados separa¬ 
dos, 0,78, significa que 78% da variabilidade do QI 
na populagao se deve a variagao genetica, isto e, a 
herdabilidade em sentido amplo e de 0,78. A cor¬ 
relagao ligeiramente maior em gemeos MZ criados 
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juntos reforga essa conclusao e sugere que o efeito 
do ambiente comum sobre a correlagao do QI e 
desprezfvel. Assim, influencias ambientais comuns 
parecem ser responsaveis por uma porcentagem 
muito pequena da variagao geral do QI na popu¬ 
lagao. As correlagoes dos gemeos DZ geralmente 
estao de acordo com essa visao, mas ha uma incoe- 
rencia: a correlagao cm gemeos DZ criados juntos 
e menor que em gemeos DZ criados separados. O 
esperaclo seria de que a correlagao em gemeos DZ 
criados juntos fosse igual ou maior que em gemeos 
DZ criados separados. Essa incoerencia provavel- 


menle e causada por erro de amostragem. Se acei- 
tarmos a correlagao em gemeos DZ criados separa¬ 
dos sem maior analise, sua inultiplicagao por 2 deve 
oferecer a estimativa maxima da herdabilidade em 
sentido restrito; 2 X 0,32 = 0,64. O fato de que essa 
estimativa e menor que a herdabilidade em senti¬ 
do amplo estimada a partir da correlagao entre ge¬ 
meos MZ criados separados (0,78) sugere (embora 
nao fortemente, considerando-se todas as incerte- 
zas estatfsticas associadas a esses dados) que parte 
da variagao genetica do QI e causada por fatores ge- 
neticos nao aditivos, como dominancia e epistasia. 




* * 
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Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


22.1 Se a cardiopatia e considerada uma caracteristica 
limiar, que fatores geneticos e ambientais pode- 
riam contribuir para a suscetibilidade de uma pes- 
soa a essa doenga? 

22.2 Uma variedade de trigo com graos vermelhos (ge- 
notipo A'A’ B r B ') foi cruzada com uma variedade 
com graos brancos (genotipo AA BB). A F foi inter- 
cruzada para produzir uma F,. Se cada alelo marca- 
do aumenta a quantidade de pigmento no grao no 
mesmo grau, que fenotipos se rao esperados na F ? 
Supondo-se que haja distribuigao independente dos 
loci A e B, quais serao as frequencias fenotfpicas? 

22.3 N o alcoolismo, a taxa de concordancia em gemeos 
monozigohcos e de 55% e em gemeos e de 28%. Esses 
dados sugerem que o alcoolismo tern base genetica? 

22.4 A altura da espiga de trigo madura e determinada 
por varios genes. Em uma variedade, a espiga esta 
apenas 23 cm acima do solo; em outra, esta 84 cm 
acima do solo. Plantas da variedade de 23 cm fo- 
ram cruzadas com plantas da variedade de 84 cm. 
Na F , a espiga estava 53 cm acima do solo. Apos 
autofertilizagao, as plantas da F produziram uma 
populagao de F 2 na qual as plantas de 23 cm e 
84 cm apareceram com frequencia de 1/256. (a) 
Quantos genes determinant a altura da espiga nes- 
sas linhagens de trigo? (b) Qual e o grau de contri- 
buigao de cada alelo desses genes para a altura da 
espiga? (c) Se uma plan la de 53 cm fosse cruzada 
com uma planta de 23 cm, qual seria a frequencia 
esperada de trigo de 46 cm na prole? 

22.5 Suponha que o tamanho do coelho fosse determi- 
nado por genes com efeitos iguais e aditivos. De 
um total de 2.012 animais da F,, de cruzamentos 
entre variedades grandes e pequenas genelica- 
mente puras, oito coelhos eram pequenos e oito, 
grandes. Quantos genes determinantes de tama¬ 
nho eram segregados nesses cruzamentos? 


22.6 


22.7 


Uma amostra de 20 plantas de uma populagao foi 
medida em centimetros da seguinte forma: 46, 53, 


51, 58, 51, 53, 51, 56, 48, 51, 43, 53, 51, 56, 51, 53, 
51, 56, 48 e 58. Calcule (a) a media, (b) a variancia 
e (c) o desvio padrao. 


Os geneticistas quantitativos usam a variancia 
como medida de dispersao em uma amostra de 
dados; eles calculam esse dado estatfstico por cal- 
culo da media do quadrado dos desvios entre cada 
medida e a media da amostra. Por que eles nao 
medem simplesmente a dispersao pelo calculo da 
media dos desvios sem eleva-los ao quadrado? 


22.8 Duas linhagens endogamicas de milho foram cru¬ 
zadas para produzir uma F que foi intercruzada 
para produzir uma F,,. Dados sobre o comprimen- 
to da espiga de uma amostra de indivfduos da F e 
da F,, mostraram variancias fenotipicas de 15,2 cm 2 
e 27,6 cm 2 , respectivamente. Por que essa variancia 
fenotfpica era maior na F , que na F ? 

22.9 Um estudo de variagao quanlitativa do niimero de 
cerdas abdominais em femea de Drosophila mos- 
trou estimativas de V. r - 6,08, V = 3,17 e V = 2,91. 
Qual era a herdabilidade em sentido amplo? 

22.10 Um pesquisador vein estudando o niimero de graos 
em espigas de milho. Em uma Iinhagem altamente 
endogamica, a variancia do numero de graos de mi¬ 
lho e 426. Nessa Iinhagem, qual e a herdabilidade 
em sentido amplo para numero de graos? 


22.11 Medidas do comprimento da espiga foram obtidas 
de tres populagoes de milho - duas variedades en¬ 
dogamicas e uma populagao polinizada alealoria- 
mente derivada de um cruzamento entre as duas 
linhagens endogamicas. As variancias fenotfpicas 
foram de 9,2 cm 2 e 9,6 cm 2 nas duas variedades en¬ 
dogamicas e 26,4 cm 2 na populagao de polinizagao 
aleatoria. Estime a herdabilidade em sentido am¬ 
plo do comprimento da espiga nessas populagoes. 
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22.12 A Figura 22.4 resume dados sobre o tempo de ma- 
turagao em populagoes de trigo. Esses dados ofe- 
recem alguma informagao sobre a influencia da 
dominancia sobre essa caracteristica? Explique. 

22.IS Uma pessoa afirma que a herdabilidade em senti- 
do restrito para a massa corporal em seres huma- 
nos e de 0,7, enquanto a herdabilidade em senti- 
do amplo e de apenas 0,3. Por que essa afirmagao 
deve estar equivocada? 

22.14 O valor medio de uma caracteristica e de 100 uni- 
dades, e a herdabilidade em sentido restrito e de 
0,4. Um macho e uma femea que medem 124 e 
126 unidades, respectivamente, sao cruzados e 
produzem uma prole numerosa, criada em am- 
biente medio. Qual e o valor esperado da caracte¬ 
ristica nessa prole? 

22.15 A herdabilidade em sentido restrito para o numero 
de cerdas abdominals em uma populagao de Dro¬ 
sophila e de 0,3. O numero medio de cerdas e 12. 
Um macho com 10 cerdas e cruzado com uma fe- 
mea de 20 cerdas, e um grande numero dos filhos e 
classificado quanto ao numero de cerdas. Qual e o 
numero medio esperado de cerdas nessa prole? 

22.16 Um melhorista esta tentando reduzir o tempo de 
maturagao em uma populagao de girassois. Nessa 
populagao, o tempo medio ate a floragao e 100 dias. 
Plantas com um tempo medio ate a floragao de ape¬ 
nas 90 dias foram usadas para produzir a proxima 
geragao. Se a herdabilidade em sentido restrito 
para tempo de floragao lor de 0,2, qual sera o tem¬ 
po medio ate a floragao na proxima geragao? 

22.17 Um melhorista de peixes quer aumentar a veloci- 
dade de crescimento de um estoque por selegao 
de comprimento aumentado 6 semanas apos a 
eclosao. O comprimento medio de alevinos com 
6 semanas atual e de 10 cm. Um peixe adulto que, 
com 6 semanas de idade, tinha um comprimento 
medio de 15 cm foi usado para produzir uma nova 
geragao de alevinos. Entre eles, o comprimento 
medio era de 12,5 cm. Estime a herdabilidade em 


sentido restrito do comprimento de alevino com 
6 semanas de idade e oriente o melhorista em rela- 
gao a viabilidade do piano para aumentar a veloci- 
dade de crescimento. 

22.18 O QI de Leo e 86 e o de Julie, 110. O QI medio 
da populagao e 100. Suponha que herdabilidade 
em sentido restrito para o QI seja 0,4. Qual e o QI 
esperado do primeiro filho de Leo e Julie? 

22.19 Um metodo para estimar o valor maximo da her¬ 
dabilidade em sentido restrito e calcular a corre- 
lagao entre meios-irmaos criados separados e divi- 
dir esse numero pela fragao de genes comuns em 
meios-irmaos recebidos dos pais. Um estudo de 
meios-irmaos humanos constatou que o coeficien- 
te de correlagao para altura era de 0,14. A partir des- 
se resultado, qual e o valor maximo da herdabilidade 
em sentido restrito para altura nessa populagao? 

22.20 Um diferencial de selegao de 40 jxg por geragao 
foi usado em um experimento para selegao de 
peso aumentado da pupa em Tribolium. A herdabi¬ 
lidade em sentido restrito para o peso da pupa foi 
estimada em 0,3. Se o peso medio da pupa inicial 
era de 2.000 |JLg e houve selegao por 10 geragoes, 
qual e o peso medio esperado da pupa? 

22.21 De acordo com as correlagoes observadas para as 
caracteristicas de personalidade mostrados na Ta- 
bela 22.5, o que se pode dizer sobre o valor da am- 
bientalidade ( C 2 na Tabela 22.3)? 

22.22 Correlagoes entre parentes oferecem estimativas 
das herdabilidades em sentido amplo e restrito com 
base na suposigao de que fatores geneticos e am- 
bientais que influenciam caracteristicas quantitati- 
vas sao independentes e nao interagem de maneira 
peculiar. No Capftulo 19, consideramos as modifi- 
cagoes epigeneticas da cromatina que regula genes 
e observamos a possibilidade de que algumas dessas 
modificagoes pudessem ser induzidas por fatores 
ambientais. Como as influencias epigeneticas sobre 
caracteristicas complexas poderiam ser incorpora- 
das a teoria basica da genetica quantitativa? 


Genomica n a Web em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


1. O mapeamento de QTL foi realizado em muitos organis- 
mos, inclusive em plantas agricolas como arroz e milho. 
Siga os links ate a pagina do Zea mays e, depois, em Related 
Resources, va ate o site Gramme, uma fonte de informagoes 
sobre genomica comparativa de gramfneas. Insira carac¬ 
teristicas especfficas no campo de busca e explore os da¬ 
dos de QTL do arroz e do milho. Quantos loci QT foram 
mapeados para o peso de 100 graos de arroz? Quantos 
dos 12 cromossomos do arroz contem pelo menos um 
desses loci QT? Quantos loci QT foram mapeados para o 
numero de fileiras de graos no milho? Em quantos dos 
10 cromossomos do milho estao esses loci QT? 


2. Atualmente muitas pessoas vivem ate a setima e a oita- 
va decadas de vida e, por isso, a doenga de Alzheimer 
tornou-se mais frequente. Geneticistas encontraram 
variantes em varios loci que parecem predispor as pes¬ 
soas ao desenvolvimento desse disturbio. Esses loci in- 
cluem APOE, APP, PSEN1 e PSEN2. Use a fungao de 
busca na pagina Homo sapiens na internet para loca- 
lizar esses loci no genoma humano. Em que cromos¬ 
somos estao localizados? Clique em cada locus para 
ler um resumo sobre o gene. Qual e hipotese sobre a 
agao dos produtos genicos na etiologia da doenga de 
Alzheimer? 
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Teoria das frequences alelicas 
Selegao natural 
Deriva genetica aleatoria 
Populates em equilibrio genetico 



tlha Pitcairn no sul do Padfico. 


Uma colonia distante 

Em setembro de 1787, o Tenente William 
Bligh e uma tripulaqao de 45 homens 
partiram da inglaterra a bordo do navio 
H.M.S. Bounty. O destino era a ilha do 
Taiti no Padfico, onde eles deveriam co- 
Iher amostras de fruta-pao que seriam 
levadas para a ilha caribenha da Jamaica. 

Uma tempestade violenta bloqueou a 
passagem ao redor do Cabo Horn, e eles 
navegaram ate o Taiti cruzando o sul do 
Atlantico, contornando o Cabo da Boa 
Esperanqa e, depois, atravessando o sul 
do Oceano Indico e o oeste do Padfico. 

A viagem foi longa e dificil. Quando final- 
mente chegaram ao Taiti, eles relaxaram 
e aproveitaram a hospitalidade do povo 
local. Depois de colherem as amostras de 
fruta-pao, Bligh e a tripulaqao partiram do 
Taiti em 6 de abril de 1789, com destino ao Caribe. Mai tinham 
se passado 3 semanas, houve um motim da tripulaqao. Liderados 
por Fletcher Christian, amigo de Bligh e subordinado imediato, os 
amotinados puseram Bligh e seus aliados em um bote a deriva nas 
aguas desertas do sul do Padfico. Por fim, Bligh e seus homens 
chegaram a civitizaqao. A principio, os amotinados retornaram ao 
Taiti, onde alguns decidiram ficar, mas nove, entre eles Fletcher 
Christian, resolveram procurar outro Sugar para viver. Com um 
grupo de polinesios - seis homens, doze mulheres e um bebe - 
eles partiram no Bounty e, em 15 de janeiro de 1790, chegaram 
a Pitcairn, uma pequena ilha desabitada a 1.350 milhas do Taiti. 
A ilha Pitcairn fora descoberta decadas antes, mas os cartografos 
a haviam assinalado no lugar errado no mapa e, por isso, era um 
refugio oportuno para os amotinados. Em 23 de janeiro de 1790, 


Fletcher Christian e seus seguidores incendiaram o Bounty e ini- 
ciaram a construqao de seus novos lares. 

A vida na ilha Pitcairn nao era facil. Os homens lutavam por terra 
e mulheres, e alguns foram mortos por mulheres. Em 1808, a ilha foi 
visitada por um navio baleeiro americano, que constatou que apenas 
um dos amotinados originais ainda estava vivo. Em seguida, navios 
britanicos aportaram na ilha e, em 1838, a ilha Pitcairn foi formal- 
mente incorporada ao Imperio Britanico. Em 1855, a colonia ja con- 
tava quase 200 habitantes, muito mais do que poderia comportar, e 
em 1856 todas as pessoas foram transferidas para a ilha Norfolk, uma 
ex-colonia penal britanica distante 3.500 milhas. Dois anos depois, 
17 dos antigos habitantes voltaram a ilha Pitcairn e restabeleceram a 
colonia, que sobreviveu por mais de 150 anos e hoje e o lar de cerca 
de 50 pessoas, todas descendentes dos primeiros colonizadores. 
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Teoria das frequencias alelicas 

Quando os membros de uma populagao se reproduzem 
aleatoriamente, e facil prever as frequencias dos genoti- 
pos a partir das frequencias de seus atelos constitutes. 

A populagao da Ilha Pitcairn e resultado da reuniao de 
dois grupos diferentes de pe.ssoas, britanicos e polinesios. 
A prole dos primeiros colonizadores recebeu genes des¬ 
ses dois grupos e, ao se reproduzirem, alguns desses genes 
foram transmitidos a seus filhos e, por fim, aos membros 
atuais da populacao. Quais genes fundadores foram trans¬ 
mitidos ao longo do tempo? De que modo fatores como 
saude, vigor e capacidade reprodutiva das pessoas, e as 
maneiras como elas escolhem os parceiros, influenciam 
as vias de descendencia genetica? Houve mutagao de al- 
gum gene durante a transmissao ao longo do tempo? De 
que modo a imigragao e a emigragao da ilha afetam sua 
composigao genetica? A diversidade genetica na ilha au- 
mentou, diminuiu ou manteve-se igual? Qual e o signifi- 
cado do tamanho da populagao? A composigao genetica 
da populagao modificou-se com o tempo - isto e, evoluiu? 

Essas e outras questoes sobre a constituigao genetica e 
a historia da populagao da ilha Pitcairn estao dentro da 
esfera de agao da genetica depopulates, especialidade que 
estuda genes em grupos de indivfduos. A genetica de po- 
pulagoes examina a variagao alelica entre os indivfduos, 
a transmissao de variantes alelicas de pais para filhos ge¬ 
ragao apos geragao e as alteragoes temporais ocorridas 
na constituigao genetica de uma populagao em razao das 
forgas evolutivas sistematicas e aleatorias. 

A teoria da genetica populacional e uma teoria de 
frequencias alelicas. Cada gene do genoma existe em 
diferentes estados alelicos e, se nos concentrarmos em 
determinado gene, um indivfduo diploide e homozigoto 
ou heterozigoto. Em uma populagao, e possfvel calcular 
as frequencias dos diferentes tipos de homozigotos e he¬ 
terozigotos de um gene, e a partir dessas frequencias po- 
demos estimar a frequencia de cada alelo do gene. Esses 
calculos sao a base da teoria da genetica de populagbes. 

ESTIMATiVA DAS FREQUENCIAS ALELICAS 

Como geralmente uma populagao e grande demais para 
ser estudada, recorremos a analise de uma amostra de 
indivfduos representativa dela. A Tabela 23.1 apresenta da¬ 
dos de uma amostra de pessoas submetidas a teste para 
identificagao do tipo sangufneo M-N. Esses tipos sanguf- 
neos sao determinados por dois alelos de um gene no 
cromossomo 4: L M , que produz o tipo sangufneo M, e LP\ 
que produz o tipo sangufneo N (veja o Capftuio 4). As 
pessoas heterozigotas L AI LP tern sangue do tipo MN. 

Para estimar as frequencias dos alelos L u e L N , apenas 
calculamos a incidencia de cada alelo entre todos os ale¬ 
los da amostra: 

1. Como cada indivfduo da amostra tern dois alelos do 

locus do tipo sangufneo, o numero total de alelos na 


Tabela 23.1 



Frequencia dos tipos sanguineos M-N em uma 
amostra de 6.129 individuos. 

Tipo sangufneo 

Genotipo 

Numero de individuos 

M 


1.787 

r mn 

i M L N 

3.039 

N 

l n l n 

1.303 


amostra e o dobro do tamanho da amostra: 2 X 6.129 
= 12.258. 

2. A frequencia do alelo L M e o dobro do numero de 
homozigotos L M L M mais o numero de heterozigoto® 
L M LP, tudo isso dividido pelo numero total de alelos 
da amostra: [(2 X 1.787) + 3.039J/12.258 = 0,5395. 

3. A frequencia do alelo L A e o dobro do numero de 
homozigotos L A L s mais o numero de heterozigotos 
L M L N , tudo isso dividido pelo numero total de alelos 
da amostra [{2 X 1.303) + 3.039J/12.258 = 0,4605. 

Desse modo, se p representa a frequencia do alelo L M e 
<j representa a frequencia do alelo L N , estimamos que na 
populagao da qual a amostra foi retirada, p - 0,5395 e q - 
0,4605. Alem disso, como L M e LP representam 100% dos 
alelos desse gene especffico, p+ q- 1. 

RELA^AO ENTRE FREQUENCIAS 
CENOTlPICAS E FREQUENCIAS ALELICAS | 
O PRINCI'PIO DE HARDY-WEINBERC 

As frequencias alelicas estimadas tern alguma importan- 
cia preditiva? Podemos usa-las para prever as frequencias 
genotfpicas? Na primeira decada do sectilo 20, essas du- 
vidas foram levantadas separadamente por G. H. Hardy, 
matematico britanico, e Wilhelm Weinberg, medico ale- 
mao. Em 1980, Hardy e Weinberg publicaram artigos in- 
dependentes que descreviam a relagao matematica entre 
as frequencias alelicas e as frequencias genotfpicas. Essa 
relagao, agora denominada prindplo de Hardy-Weinberg, per- 
mite-nos prever as frequencias genotfpicas de uma popu¬ 
lagao a partir de suas frequencias alelicas. 

Suponhamos que determinado gene segregue dois 
alelos em uma populagao, A e a, e que a frequencia de 
A seja pea frequencia de a seja q. Se considerarmos que 
ha cruzamento aleatorio dos membros da populagao, os 
genotipos diploides da proxima geragao serao formados 
pela uniao aleatoria de ovocitos e espermatozoides, am- 
bos haploides (Figura 23.1). A probabilidade de que um 
ovocito (ou espermatozoide) contenha A e p, e a pro¬ 
babilidade de que contenha a e q. Portanto, a probabi¬ 
lidade de produzir um homozigoto AA na populagao e 
simplesmente p X p = jr, e a probabilidade de produzir 
um homozigoto a a e q X q - Para os heterozigotos 
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A 

(P) 

Espermatozoides 

a 

(q) 


■ FIGURA23.1 Quadrado de Punnett mostrando o princfpio de Har- 
dy-Weinberg. 


Ovodtos 


A (p) 

a (q) 

AA 

Aa 

P * 2 

pq 

Aa 

aa 

PQ 

Q 2 


a uma populagao real. A partir dos dados da amostra 
apresentada na Tabela 23.1, a frequencia estimada do 
alelo L M foi de p - 0,5395, e a Irequencia estimada do 
alelo ZA foi de q = 0,4605. Com o principio de Hardy- 
-Weinberg, agora podemos usar essas frequencias para 
prever as frequencias genotipicas do gene do tipo 
sanguineo M-N: 

Genotipo Frequencia de Hardy-Weinberg 

ZAZA tf = (0,5395) 2 - 0,2911 

ZAZA c Zpq = 2 (0,5395) (0,4605) - 0,4968 

ZAZA (f - (0,4605) 2 - 0,2121 


Aa, ha duas possibilidades: um espermatozoide A pode 
se unir a um ovocito a, ou um espermatozoide a pode 
se unir a um ovocito A. Cada um desses eventos ocorre 
com probabilidade pX q, e como os dois sao igualmente 
provaveis, a probabilidade total de formagao de um zigo- 
to Aa e 2 pq. Assim, com base na premissa de reprodugao 
aleatoria, as frequencias previstas dos tres genotipos na 
populagao sao: 

Genotipo _ Frequencia _ 

AA f 

Aa Zpq 

Aa (f 

Essas frequencias previstas podem ser obtidas pelo desen- 
volvimento da expressao binomial (p + q) 2 = ft + 2 pq + (f. 
Os geneticistas de populagoes referem-se a elas como fre¬ 
quencias genotipicas de Hardy-Weinberg. 

A principal premissa do principio de Hardy-Weinberg 
e que a reprodugao dos membros da populagao seja ale¬ 
atoria em relagao ao gene em estudo. Isso significa que 
os adultos da populagao praticamente formam um pool 
de gam etas que, por ocasiao dafertilizagao, combinam-se 
aleatoriamente para produzir os zigotos da proxima gera¬ 
gao. Se esses zigotos tiverem chances iguais de sobreviver 
ate o estagio adulto, as frequencias genotipicas criadas 
por ocasiao da fertilizagao serao preservadas, e quando a 
proxima geragao se reproduzir, essas frequencias apare- 
cerao de novo na prole. Assim, com o cruzamento alea- 
torio e sem diferengas de sobrevida ou reprodugao entre 
os membros da populagao, as frequencias genotipicas de 
Hardy-Weinberg — e, e claro, as frequencias alelicas sub- 
jacentes - persistem geragao apos geragao. Essa condigao 
e denominada equiltbrio de Hardy-Weinberg. Adiante neste 
capitulo analisaremos as forgas que perturbam esse equi- 
librio por alteragao das frequencias alelicas; essas forgas 
- mutagao, migragao, selegao natural e deriva genetica 
aleatoria — tern papeis estrategicos no processo evolutivo. 

APLICACOES DO PRINCfPIO 
DE HARDY-WEINBERG 

Retornemos ao exemplo do tipo sangufneo M-N e ve- 
jamos como o principio de Hardy-Weinberg se aplica 


Essas previsoes condizem com os dados originais a par¬ 
tir dos quais as duas frequencias alelicas foram estima- 
das? Para responder a essa pergunta, e preciso comparar 
os numeros de genotipos observados com os numeros 
previstos pelo principio de Hardy-Weinberg. Calculamos 
esses numeros previstos multiplicand© as frequencias de 
Hardy-Weinberg pelo tamanho da amostra retirada da 
populagao. Assim, 

Genotipo Numero previsto 

L M L M 0,2911 X 6.129 - 1.784,2 

ZAZA 0,4968 X 6.129 = 3.044,8 

ZAZA 0,2121 X 6.129 = 1.300,0 


Os resultados sao extraordinariamente semelhantes aos 
dados da amostra original apresentados na Tabela 23.1. 
Podemos conferir o consenso entre os numeros observa¬ 
dos e previstos pelo calculo da estatistica do qui-quadra- 
do (Capitulo 3): 

2 _ (1.787- 1.784,2) 2 (3.019- 3.044,8) 2 

X _ 1.784,2 + 3.044,8 + 

(1.303- 1.300,0) 2 = 0 022 3 
1.300,0 

A estatistica do qui-quadrado tem 3-2=1 grau de liber- 
dade porque (1) a soma dos tres numeros previstos e fi- 
xada pelo tamanho da amostra e (2) a frequencia alelica 
p foi estimada dire tame nte a partir de dados da amostra. 
(A frequencia ^pode ser estimada indiretamente como 1 
- p e, portanto, nao causa redugao adicional dos graus de 
liberdade.) O valor critico do qui-quadrado com um grau 
de liberdade e 3,841 (ver Tabela 3.2), que e muito maior 
que o valor observado. Consequentemente, concluimos 
que as frequencias genotipicas previstas estao de acordo 
com as frequencias observadas na amostra e, alem dis- 
so, deduzimos que na populagao da qual a amostra foi 
obtida, os genotipos M-N estao em proporgoes de Har¬ 
dy-Weinberg — um achado que nao causa grande surpresa 
considerando-se que o casamento geralmente nao e fun- 
damentado no tipo sanguineo. 

A analise precedente indica como podemos usar o 
principio de Hardy-Weinberg para prever as frequencias 
genotipicas a partir das frequencias alelicas. Podemos 
inverter o principio de Hardy-Weinberg e usa-lo para 
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prever frequencias alelicas a partir de frequencias geno¬ 
tfpicas? Por exemplo, nos EUA, a incidencia do disturbio 
metabolico recessivo fenilcetonuria (PKU) e de aproxi- 
madamente 0,0001. Essa estatfstica permite-nos calcular 
a frequencia do alelo mutante causador de PKU? 

Nao podemos proceder como antes, contando os di- 
ferentes tipos de alelos, mutantes e normais, presentes 
na populagao porque os fenotipos de heterozigotos e de 
homozigotos normais sao indistingufveis. Em vez disso, 
precisamos aplicar o principio de Hardy-Weinberg de 
modo inverso para estimarmos a frequencia de alelos 
mutantes. A incidencia de PKU, 0,0001, representa a f re¬ 
quencia de homozigotos mutantes na populagao. Sob a 
suposigao de casamentos aleatorios, a frequencia desses 
indivfduos deve ser igual ao quadrado da frequencia de 
alelos mutantes. Designando essa frequencia alelica por 
q, temos 

(f = 0,0001 

q= V0,0001 = 0,01 

Assim, estima-se que 1% dos alelos na populagao seja 
mutante. Usando o principio de Hardy-Weinberg da 
maneira habitual, e possfvel prever a frequencia de pes- 
soas na populagao portadoras heterozigotas do alelo 
mutante: 

Frequencia de portador = 2pq = 2(0,99) (0,01} = 0,0198 

Assim, a previsao e de que aproximadamente 2% da po¬ 
pulagao sejam portadores. 

O principio de Hardy-Weinberg tambem se aplica a 
genes ligados ao X e a genes com multiplos alelos. No 
caso de um gene ligado ao X, como o que controla a vi¬ 
sao colorida em seres humanos, as frequencias alelicas 
sao estimadas a partir das frequencias dos genotipos em 
homens, e as frequencias dos genotipos nas mulheres sao 
calculadas pela aplicagao do principio de Hardy-Wein¬ 
berg a essas frequencias alelicas estimadas. (Supomos, e 
claro, que as frequencias alelicas sejam iguais nos dois se- 
xos.) Nas populagoes do norte da Europa, por exemplo, 
cerca de 88% dos homens tern visao normal das cores e 
cerca de 12% tem discromatopsia. Assim, nessas popula¬ 
goes, a frequencia do alelo para visao normal das cores 
(Cj e p = 0,88 e a frequencia do alelo para discromatopsia 
(c) e q- 0,12. De acordo com as premissas da reprodugao 
aleatoria e de frequencias alelicas iguais nos dois sexos, 
temos: 


Sexo 

Genotipo 

Frequencia 

Fenotipo 

Masculino 

C 

p = 0,88 

Visao normal 


C 

q= 0,12 

Discromatopsia 

Feminino 

cc 

f - 0,77 

Visao normal 


Cc 

2pq= 0,21 

Visao normal 


CC 

t = °>°2 

Discromatopsia 


No caso de genes com alelos multiplos, as proporgoes 
de genotipos de Hardy-Weinberg sao obtidas pela expan- 
sao de uma expressao polinomial. Por exemplo, os tipos 
sanguineos A-B-O sao determinados por tres alelos P, P e 


i. Se as frequencias desses alelos forem p, qer, respectiva- 
mente, entao as frequencias dos seis genotipos diferentes 
no sistema de tipo sanguineo A-B-O sao calculadas por 
desenvolvimento do trinomio (p + q + r) 2 = p? + q 2 + r 2 + 
2pq +2 qr+ 2 pr: 

Tipo sanguineo Genotipo Frequencia 


A 

JAJA 

f 


Pi 

2 pr 

B 

PP 



Pi 

2 qr 

AB 

PP 

2 Pq 

O 

a 

T 2 


EXCECdES AO PRINCIPIO DE 
HARDY-WEINBERG 

Existem muitos motivos pelos quais o principio de Har¬ 
dy-Weinberg poderia nao se aplicar a determinada po¬ 
pulagao. O cruzamento pode nao ser aleatorio, os mem- 
bros da populagao com diferentes alelos podem nao ter 
chances iguais de sob reviver e se reproduzir, a populagao 
pode ser subdividida em unidades parcialmente isoladas 
ou pode ser um amalgama de diferentes populagoes que 
se encontraram recentemente por migragao. Analisemos 
brevemente todas essas excegoes ao principio de Har¬ 
dy-Weinberg. 

1. Cruzamento nao aleatorio. O cruzamento aleatorio e a 
premissa basica do principio de Hardy-Weinberg. 
Caso contrario, perde-se a relagao simples entre fre¬ 
quencias alelicas e frequencias genotfpicas. Por exem¬ 
plo, indivfduos podem acasalar-se porque tem uma re¬ 
lagao genetica. Esse tipo de cruzamento nao aleatorio 

- denominado cruzamento consangutneo (Capftulo 4) 

- reduz a frequencia de heterozigotos e aumenta a fre¬ 
quencia de homozigotos em comparagao com as fre¬ 
quencias de genotipo de Hardy-Weinberg. Podemos 
quantificar esse efeito usando o coeficiente de endo- 
gamia, F (Capftulo 4). Suponhamos que um gene te- 
nha dois alelos, A e a, com respectivas frequencias p e 
q, e que a populagao na qual ha segregagao do gene te- 
nha alcangado um nrvel de endogamia medido por F. 
(Lembre-se do que dizia o Capftulo 4, que o intervalo 
de Fe entre 0 e 1, em que 0 corresponde a ausencia de 
endogamia e 1 corresponde a endogamia completa.) 
As frequencias genotfpicas nessa populagao sao calcu¬ 
ladas pelas seguintes formulas: 

Genotipo Frequencia com cruzamento consanguineo 


AA 

ft + pqF 

Aa 

2 pq - 2 pqF 

Aa 

(f + pqF 


A partir d essas formulas, esta claro que as frequencias 
dos dois homozigotos aumentaram em comparagao com 
as frequencias de Hardy-Weinberg e que a frequencia 
dos heterozigotos diminuiu em comparagao com a fre- 
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quencia de Hardy-Weinberg. Observe que, para cada 
homozigoto, o aumento da frequencia corresponde 
exatamente a metade da diminuigao da frequencia dos 
heterozigotos. Alem disso, cada alteragao da frequencia 
genolfpica e diretamente proporcional ao coeficiente de 
endogamia. Em uma populagao totalmente endogamica, 
F- 1, e as frequencias genotfpicas tornam-se: 

Genotipo Frequencia com F = 1 

AA p 

A a 0 

A a q 

Para verificar cpmo as frequencias genotfpicas variam 
com diferentes valores de F, solucione a questao em Re- 
solva! Os efeitos da endogamia sobre as frequencias de 
I lardy-Weinberg. 

2. Sobrevida desigual. Se zigotos produzidos por cruza- 
mento ale a tori o tiverem diferentes taxas de sobrevida, 
nao esperaremos que as frequencias genotfpicas dos 
indivfduos formados a partir desses zigotos respeitem 
as previsdes de Hardy-Weinberg. Por exemplo, consi- 
dere uma populagao de Drosophila com cruzamento 
aleatorio que segrega dois alelos, A, e A,, de um gene 
autossomico. Uma amostra de 200 adultos dessa popu¬ 
lacao produziu os seguintes dados: 

Genotipo Numero observado Numero esperado 


A,Ai 

26 

46,1 

A j A a 

140 

99,8 

AAn 

34 

54,1 


Os numeros esperados foram obtidos por estimativa 
das frequencias dos dois alelos entre as moscas na 
amostra; a frequencia do alelo A e (2 X 26 + 140)/(2 
X 200) = 0,48, e a frequencia do alelo A. } el— 0,48 = 
0,52. Entao, aplicaram-se as formulas de Hardy-Wein- 
berg a essas frequencias estimadas. E claro que os nu- 


Resolva! 


Os efeitos da endogamia sobre as 
frequencias de Hardy-Weinberg 

Umgene autossomico segrega dois alelos, Relcom respectivas 
frequencias de 0,3 e 0,7. Se o cruzamento for aleatorio, quais 
serao as frequencias dos genotipos esperadas? Agora, suponha 
que haja cruzamento de todos os indivfduos da populagao com 
um irmao. Quais serao as frequencias genotfpicas da prole? Em 
vez disso, suponha que haja cruzamento de todos os indivfduos 
com um primo em primeiro grau? Quais serao as frequencias 
genotfpicas da prole? Por fim, suponha que depois de muitas 
geragoes de cruzamento aleatorio, todos os indivfduos da po- 
putagao se reproduzam por autofertilizagao. Quais serao as fre¬ 
quencias genotfpicas da prole desse tipo de endocruzamento? 

► Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com.br. 


meros esperados nao estao de acordo com os numeros 
observados, que mostram excesso de heterozigotos e 
quantidade insuficiente dos dois tipos de homozigo- 
tos. A discrepancia e tao obvia que e desnecessario 
calcular o qui-quadrado para testar a medida do ajus- 
tamento entre os numeros observados e esperados. A 
explicagao para a discrepancia provavelmente esta na 
diferenga de sobrevida dos tres genotipos durante o 
desenvolvimento do zigoto ate o estagio adulto. A so- 
brevivencia dos heterozigotos A.A, e maior que a de 
ambos os homozigotos. Portanto, taxas de sobrevida 
desiguais podem produzir desvios das frequencias ge¬ 
notfpicas em relagao as previsdes de Hardy-Weinberg. 

3. Subdivisao da populacao. Quando uma populacao cons- 
titui uma unidade de intercruzamento, diz-se que e 
pan-mftica. O nome pan-mixia significa que qualquer 
membro da populaqao e capaz de cruzar com qual¬ 
quer outro membro - is to e, nao ha barreiras geo- 
graficas ou ecologicas ao cruzamento na populaqao. 
Na natureza, porem, e frequente a subdivisao das po- 
pulaqoes. Podemos pensar em peixes que vivem em 
um grupo de lagos conectados intermitentemente 
por correntes ou em aves que vivem em um grupo de 
ilhas em um arquipelago. Essas populaydes estao or- 
ganizadas por aspectos geograficos e ecologicos que 
poderiam ser relacionados com diferenqas geneticas. 
Por exemplo, os peixes de um lago poderiam ter uma 
alta frequencia do alelo A, enquanto os do outro lago 
poderiam ter uma baixa frequencia desse alelo. Em- 
bora as frequencias genotfpicas possam respeitar as 
previsdes de Hardy-Weinberg em cada lago, isso nao 
acontece quando se abrange toda a populayao de pei¬ 
xes. A subdivisao geografica torna a populagao gene- 
ticamente heterogenea, e essa heterogeneidade viola 
uma premissa tacita do princfpio de 1 lardy-Weinberg: 
a uniformidade das frequencias alelicas em toda a po- 



4. Migmgao. Quando indivfduos se deslocam de um ter- 
ritorio para outro, levam consigo seus genes. A intro- 
dugao de genes por migrantes recentes pode alterar as 
frequencias alelicas e genotfpicas de uma populaqao e 
perturbar o estado de equilfbrio de Hardy-Weinberg. 
Tomemos como exemplo a situagao mostrada na 
Figura 23.2. Duas populaqoes de tamanhos iguais sao 
separadas por uma barreira geografica. Na populacao 
I tanto a frequencia de A quanto a de a sao 0,5, en¬ 
quanto na populacao II a frequencia de A e 0,8 e a de 
a e 0,2. Com o cruzamento aleatorio em cada popula- 
gao, o princfpio de Hardy-Weinberg preve que as duas 
populagoes terao diferentes frequencias genotfpicas 
(Figura 23.2). 

Suponhamos que a barreira geografica entre as 
populagoes seja retirada e que haja completa unifica- 
gao das duas. Na populagao unificada, as frequencias 
alelicas serao as medias simples das frequencias das 
populagoes separadas; a frequencia de A sera (0 ,5 + 
0,8)/2 = 0,65, e a frequencia de a sera (0,5 + 0,2)/2 
- 0,35. Alem disso, as frequencias genotfpicas na po- 
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Populacoes separadas 


Popuiacao I 



Barreira 

geografica 



Popuiacao II 


Frequencia AA Aa aa 

genotipica 0,25 0,50 0,25 


AA Aa aa 
0,64 0,32 0,04 



Popuiacao unificada 



Legenda: 

AQ 

a H 


Genotipo 

AA 

Aa 

a a 

Frequencia observada 

0,445 

0,410 

0,145 

Previsao de 




Hardy-Weinberg 

0,422 

0,455 

0,123 


■ PIGURA 23.2 Efeitos da unificagao da populagao sobre as frequencias 
alelicas e genotfpicas. 


pulagao unificada serao as medias simples das fre¬ 
quencias genotfpicas nas populagoes separadas: a 
frequencia de AA sera (0,25 + 0,64)/2 = 0,445, a de 
Aa sera (0,50 + 0,32)/2 = 0,410 e a de aa sera (0,25 
+ 0,04)/2 = 0,145. Observe, porem, que essas fre¬ 
quencias genotfpicas observadas nao sao iguais as fre¬ 
quencias previstas pelo princfpio de Hardy-Weinberg: 
(0,65) 2 = 0,422 para AA, 2(0,65) (0,35) = 0,455 para 
Aae (0,35) 2 - 0,123 para aa. A razao dessa discrepan¬ 
cy e que as frequencias genotfpicas observadas nao 
foram criadas por cruzamento aleatorio da popula¬ 
gao unificada. Em vez disso, elas foram criadas pela 
combinagao de frequencias genotfpicas de popula¬ 
goes separadas com cruzamento aleatorio. Assim, a 
unificagao de duas populagoes com cruzamento ale¬ 
atorio nao produz uma populagao com frequencias 
genotfpicas de Hardy-Weinberg. No entanto, basta 
que haja cruzamento aleatorio da populagao unifi¬ 
cada por apenas uma geragao para que sejam estabe- 
lecidas frequencias genotfpicas de Hardy-Weinberg e 
seja possfvel prever as frequencias genotfpicas a par- 
tir das frequencias alelicas da populagao unificada. 
Esse exemplo demonstra que a unificagao de popu¬ 
lagoes de cruzamento aleatorio causa a perturbagao 
temporaria do equilfbrio de Hardy-Weinberg. A mi- 
gragao de indivfduos de uma populagao para outra 
tambem causa perturbagao temporaria do equilfbrio 


de Hardy-Weinberg. No entanto, se uma populagao 
que recebeu migrantes apresentar cruzamento alea¬ 
torio por apenas uma geragao, o equilfbrio de Har¬ 
dy-Weinberg sera restaurado. 

USO DAS FREQUENCIAS ALELICAS NO 
ACONSELHAMENTO GENETICO 

v 

As vezes, os conselheiros geneticos usam dados de fre¬ 
quencia alelica em conjunto com a analise do here- 
dograma para calcular o risco de doenga genetica em 
um indivfduo. A Figura 23.3 mostra um caso simples. O 
homem e a mulher da geragao I tiveram tres filhos e 
o ultimo deles tinha doenga de Tay-Sachs, que e cau- 
sada por mutagao autossomica recessiva (ts) com fre¬ 
quencia aproximada de 0,017 em determinadas popu¬ 
lagoes. Supondo-se que a frequencia do alelo mutante 
seja de 0,017 no grupo etnico de II-1, sua chance de 
ser portador (TS ts ) e calculada usando-se o princfpio 
de Hardy-Weinberg: 2(0,017) (0,983) - 0,033, que e de 
aproximadamente 1/30. A chance de que seu marido 
(II-2) seja portador e determinada por analise do here- 
dograma. Como II-4 morreu por doenga de Tay-Sachs, 
sabemos que tanto 1-1 quanto 1-2 eram heterozigotos 
para o alelo mutante. Qualquer um deles poderia ter 
transmitido esse alelo para II-2. No entanto, nao houve 
transmissao por ambos porque II-2 nao tern a doenga. 
Assim, a probabilidade de que II-2 seja portador do ale¬ 
lo mutante e 2/3. Para calcularmos o risco de que II-l e 
II-2 tenham um filho com doenga de Tay-Sachs, combi- 
namos as probabilidades de que cada um deles seja por¬ 
tador (1/30 para II-l e 2/3 para II-2) com a probabilida¬ 
de de que, caso sejam portadores, ambos transmitam o 
alelo para o filho [(1/2) X (1/2) = 1/4]. Assim, o risco 
de que a crianga tenha doenga de Tay-Sachs e (1/30) 
X (2/3) X (1/4) = 1/180 = 0,006, que e 20 vezes maior 
que o risco de uma crianga aleatoria em uma populagao 
na qual a frequencia do alelo mutante e 0,017. 
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■ FICURA 23.3 Analise do heredograma usando dados da populagao 
para calcular o risco de doenga de Tay-Sachs em uma crianga. 
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PONTOS ESSENCIAIS • As frequencias alelicas podem ser estimadaspar enumeragao dos genotipos em uma amostra de 

uma populagao 

• Considerando-se a premissa de cruzamento aleaiario, o principio de Hardy-Weinberg possibilita 
prever as frequencias genotipicas de genes autossomicos e ligados aoX a partir das frequencias 
alelicas 


• O principio de Hardy-Weinberg ndo se aplica a populagoes em que haja cruzamento 
consangumeo, sobrevida desigual dos genotipos, subdivisdo geogrdfica ou migragdo 

• O principio de Hardy-Weinberg e util no aconselhamento genetico. 


Selegao natural 


As frequencias alelicas sao modificadas sistematicamen- 
te nas populates em vista de diferengas de sobrevida e 
reprodugao entre os genotipos. 

Charles Darwin descreveu a forga essencial que impulsio- 
na as mudangas evolutivas nas populagoes. Ele afirmou 
que os organismos produzem mais descendentes que o 
ambiente pode sustentar e que existe uma luta pela so- 
brevivencia. Em face dessa competigao, os organismos 
que sobrevivem e se reproduzem transmitem para a pro¬ 
le caracteristicas que favorecem a sobrevida e a reprodu¬ 
gao. Depois de muitas geragoes dessa competigao, as ca¬ 
racteristicas associadas a forte capacidade de competigao 
tornam-se prevalentes na populagao, e as caracteristicas 
associadas a fraca capacidade competitiva desaparecem. 
Portanto, a selegao para sobrevida e reprodugao em face 
de competigao e o mecanismo que modifica as caracteris¬ 
ticas fisicas e comportamentais de uma especie. Darwin 
denominou esse process o de selegao natural. 

CONCEITO DE APTIDAO 

Para situar o mecanismo da selegao natural em um con- 
texto genetico, e preciso reconhecer que a capacidade 
de sobreviver e de se reproduzir e um fenotipo — prova- 
velmente o fenotipo mais importante de todos — e que 
e determinado, ao menos em parte, por genes. Os ge- 
neticistas denominam essa capacidade de sobrevivencia 


e reprodugao de aptidao, uma variavel quantitativa geral- 
mente simbolizada pela letra w. Cada membro de uma 
populagao tern seu proprio valor de aptidao: 0, se morrer 
ou nao se reproduzir; 1, se sobreviver e tiver 1 filho; 2, 
se sobreviver e tiver 2 filhos, e assim por diante. A media 
de todos esses valores e a aptidao media da populagao, 
geralmente simbolizada por w. 

No caso de uma populagao ciijo tamanho e estavel, a 
aptidao media e 1; cada individuo dessa populagao pro- 
duz, em media, um filho. E claro que alguns indivfduos 
tern mais de um filho e outros nao tern filhos. Entretan- 
to, quando o tamanho da populagao nao e modificado, 
o numero medio de filhos (ou seja, a aptidao media) e 
1. Em uma populagao em declmio, o numero medio de 
filhos e men or que 1, e em uma populagao em cresci- 
mento e maior que 1 (Figura 23.4). 

SELECAO NATURAL NO NIVEL DO GENE 

Para verificarmos como as diferengas de aptidao entre os 
individuos causam mudangas nas caracteristicas de uma 
populagao, suponhamos que a aptidao seja determinada 
por um unico gene que segrega dois alelos, A e a, em 
determinada especie de inseto. Alem disso, suponhamos 
que o alelo A determine a cor escura dos insetos, que o 
alelo a determine a cor clara, e que A seja completamen- 
te dominante em relagao a a. Em um habitat de floresta, 
onde o crescimento vegetal e exuberante, a forma escu- 


Populacao em crescimento Populagao estavel Populagao em declmio 



Tempo—►- 


■ FIGURA 23.4 Significado da aptidao media (w) para o tamanho da populagao em fungao do tempo. O tamanho da populagao cresce, man- 
tem-se estavel ou decresce dependendo do valor da aptidao media. 
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ra do inseto sobrevive melhor que a clara. Consequen- 
temente, a aptidao dos genotipos AA e Aa e maior que 
a aptidao do genotipo aa. Ja nos campos abertos, onde 
o crescimento vegetal e escasso, a forma clara do inseto 
sobrevive melhor que a forma escura, e as relaqoes de 
aptidao sao invertidas. 

Podemos expressar essas relaqoes matematicamente 
pela aplicaqao do conceito de aptidao relativa. Em cada 
um desses ambientes, definimos arbitrariamente que a 
aptidao do genotipo ou genotipos competitivamente su¬ 
periors e igual ale expressamos a aptidao do genotipo 
ou genotipos inferiors como um desvio em relaqao a 1. 
Esse desvio da aptidao, geralmente simbolizado pelaletra 
s, e denominado coeficiente de seleqao; mede a intensidade 
da seleqao natural que atua nos genotipos da populaqao. 
Podemos resumir as relaqoes de aptidao entre os tres ge¬ 
notipos de insetos em cada um dos habitats na tabela a 
seguir: 


Genotipo: 

AA 

Aa 

aa 

Fenotipo: 

escuro 

escuro 

claro 

Aptidao relativa no habitat 
de floresta: 

1 

1 

1-Si 

Aptidao relativa no habitat 
de campo: 

1 - s 2 

1 - s 2 

1 


Essas aptidoes relativas nao dao nenhuma informaqao 
sobre a capacidade reprodutiva absoluta dos diferentes 
genotipos nos dois habitats. Entretanto, informant a ca¬ 
pacidade de competiqao de cada genotipo com os outros 
genotipos em determinado ambiente. Assim, por exem- 
plo, sabemos que aa e um competidor mais fraco que 
AA ou Aa no habitat de floresta. O grau de fraqueza de- 
pende, e claro, do valor real do coeficiente de seleqao, 
s . Se s = 1, entao aa e efetivamente um genotipo letal 
(sua aptidao relativa e 0), e esperariamos que a seleqao 
natural reduzisse a frequencia do alelo a na populaqao. 
Se s fosse muito me nor, digamos apenas 0,01, a seleqao 
natural ainda reduziria a frequencia do alelo a , mas isso 
ocorreria muito devagar. 

Para verificar o efeito da seleqao natural sobre as fre¬ 
quencias alelicas, concentremo-nos na populaqao de in¬ 
setos no habitat de floresta. Suponhamos que a frequencia 
inicial de A seja^ = 0,5, que a frequencia de a seja q = 0,5, 
e que $j = 0,1. Alem disso, suponhamos que o cruzamen- 
to da populaqao seja aleatorio e que os genotipos este- 
jam presentes nas frequencias de Hardy-Weinberg por 
ocasiao da fertilizaqao de cada geraqao. (A diferenqa de 
sobrevida entre os genotipos modifica essas frequencias 
a medida que os insetos amadurecem.) De acordo com 
essas premissas, a composiqao genetica inicial da popu¬ 
laqao e: 

Genotipo: AA Aa aa 

Aptidao relativa: 1 1 1—0,1= 0,9 

Frequencia (por p 2 = 0,25 2 pq = 0,50 = 0,25 

ocasiao da fertiliza- 

qao): 


Ao constituir a proxima geraqao, cada genotipo forne- 
cera gametas na proporqao de sua frequencia e aptidao 
relativa. Assim, a contribuigao relativa dos tres genotipos 
sera: 

Genotipo: AA Aa aa 

Contribuigao re- (0,25) X 1 (0,50) X (0,25) X 

lativa para a pro- =0,25 1 = 0,50 (0,9) =0,225 

xima geraqao: 

Se dividirmos cada uma dessas contribuiqoes relativas 
pelo valor de sua soma (0,25 + 0,50 + 0,225 = 0,975), obte- 
remos as contribuiqoes proporcionais de cada genotipo 
para a proxima geraqao: 

Genotipo: AA Aa aa 

Contribuigao proporcional 0,256 0,513 0,231 

para a proxima geraqao: 

A partir desses numeros podemos calcular a frequencia 
do alelo a apos uma geraqao de seleqao apenas pela ob- 
servaqao de que todos os genes transmitidos pelos ho- 
mozigotos aa sao a e que metade dos genes transmitidos 
pelos heterozigotos Aa sao a. Na proxima geraqao, a fre¬ 
quencia de a, simbolizada por q', sera 

q' = 0,231 + (1/2) (0,513) = 0,487 

que e ligeiramente menor que a frequencia inicial de 0,5. 
Assim, no habitat de floresta, a seleqao natural, agindo 
por meio da aptidao inferior dos homozigotos aa, dimi- 
nuiu a frequencia de a de 0,5 para 0,487. Em cada gera¬ 
qao subsequente, a frequencia de a diminuira um pouco 
mais em vista da seleqao contra os homozigotos aa, e, por 
fim, esse alelo sera totalmente eliminado da populaqao. 
A Figure 23.5A mostra como a seleqao natural causara a 
extinqao do alelo a. Veja o que acontece quando a forga 
de seleqao e mais forte em Resolva! Seleqao contra um 
alelo recessivo deleterio. 

No habitat de campo, os homozigotos aa sao seleti- 
vamente superiores aos outros dois genotipos. Assim, 
comeqando com q - 0,5, as frequencias genotipicas de 


Hardy-Weinberg e 

o coeficiente de seleqao $=0,1, 

temos 

Genotipo: 

AA 

Aa 

aa 

Aptidao relativa: 

1 -0,1 =0,9 

1 

o 

h—' 

II 

o 

CD 

1 

Frequencia: 

0,25 

0,50 

0,25 


Apos uma geraqao de seleqao no habitat do campo, a 
frequencia de a sera q’ = 0,513, um pouco maior que a 
frequencia inicial. A cada geraqao subsequente, a fre¬ 
quencia de a aumentara e, por fim, sera igual a 1, mo- 
mento em que podemos dizer que o alelo foi fixado na 
populaqao. A Figure 23.5B mostra a via guiada pela seleqao 
rumo a fixaqao de a. 

Essas duas situaqoes ilustram a seleqao a favor de um 
alelo recessivo ou contra ele. No habitat de floresta, o 
alelo recessivo a e deleterio na condiqao homozigota e 
a seleqao atua contra ele. No habitat de campo, ha favo- 
recimento seletivo de a em relaqao ao alelo dominante 
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B 

■ FIGURA 23.5 A. Selegao contra o alelo recessivo a no habitat de 
floresta. B. Selegao a favor do aLelo recessivo a no habitat de campo. 


A, que e deleterio tanto na condigao homozigota quanto 
heterozieota. 

o 

Observe que a selegao a favor de um alelo recessivo - e, 
portanto, contra um alelo dominante deleterio - e mais 
eficaz que a selegao contra um alelo recessivo. A curva na 
Figura 23.5B mostra o curso da selegao a favor de um ale¬ 
lo recessivo. Essa curva ascende rapidamente ate o topo 
do grafico, ponto em que o alelo recessivo esta fixado na 


Resolva! 


Selegao contra um alelo 
recessivo deleterio 

Suponha que as frequencias dos alelos A e a sao 0,5 em uma 
populaqao com reprodugao aleatoria. Preveja as frequencias 
dos tres genotipos dessa populagao. Considere que os genoti- 
pos AA e Aa sao igualmente aptos, enquanto os homozigotos aa 
apresentam apenas 25% da sobrevida dos homozigotos AA ou 
dos heterozigotos Aa. Qual e a aptidao relativa desses genoti¬ 
pos? Qual e o valor do coeficiente de selegao que atua contra 
os homozigotos aa? Preveja a frequencia do alelo a nos zigotos 
da proxima geragao. 

Leia a resposta do problema no site 
http:/Vgen-io.grupogen. com.br. 


populagao. O processo mostrado nesse grafico modifica 
com eficiencia a frequencia do alelo recessivo e faz com 
que logo alcance um valor final de 1, porque todo alelo 
dominante na populagao e expos to a agao purificadora 
da selegao. Em virtude de sua dominancia, esses alelos 
nao conseguem se “ocultar” na condigao heterozigota. 

A curva na Figura 23.5A mostra o curso da selegao con¬ 
tra um alelo recessivo. A modificagao dessa curva e mais 
gradual que a da curva na Figura 23.5B e de modo assimp- 
totico aproxima-se de um limite na parte inferior do grafi¬ 
co, que representa a perda do alelo recessivo. A selegao e 
menos eficaz nesse caso porque so pode agir contra o alelo 
recessivo quando e homozigoto. Uma vez reduzida a fre¬ 
quencia do alelo recessivo, homozigotos recessivos serao 
raros; portanto, a maioria dos alelos recessivos sobreviven- 
tes sera encontrada em heterozigotos, onde estao imunes 
ao efeito purificador da selegao. Comparando os dois gra- 
ficos da Figura 23.5, verificamos que um alelo recessivo de- 
leterio pode subsistir em uma populagao por muito mais 
tempo que um alelo dominante deleterio. 

Estudos com a mariposa Biston belukma, habitante de 
areas florestais na Gra-Bretanha, mostraram que a selegao 
do tipo que analisamos modifica frequencias alelicas na 
natureza. Essa especie existe em duas cores, clara e escu- 
ra (Figura 23.6); a forma clara e homozigota para um alelo 



B 

■ FIGURA 23.6 A. A forma escura da mariposa Biston betulaha sobre a 
casca de uma arvore coberta de Ifquens. B. A forma dara sobre casca 
de arvore coberta por fuligem da potuiqao industrial. 
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recessivo c, e a forma escura tem um alelo dominante C. A 
partir de 1850, a frequencia da f orma escura aumentou em 
determinadas areas da Inglaterra, sobretudo na regiao in- 
dustrializada de Midlands. Em torno das cidades altamente 
industrializadas de Manchester e Birmingham, por exem- 
plo, a frequencia da forma escura aumentou de 1 para 
90%. Esse aumento drastico foi atribufdo a selegao contra 


a forma clara nas paisagens polufdas com fuligem das areas 
industrializadas. Nos ultimos tempos, o nivel de poluigao 
diminuiu bastante e a forma clara da mariposa ressurgiu, 
embora nao na mesma frequencia do perfodo pre-indus¬ 
trial. Quaisquer que tenham sido os processos contra a for¬ 
ma clara da mariposa, eles parecem ter sido revertidos pela 
recuperagao ambiental nessa regiao da Inglaterra. 


PONTOS ESSENCIAIS • A selegao natural ocorre quando os genotipos tem diferentes capacidades de sobreviver e se 

reproduzir — isto e, quando tem diferentes aptidoes 

• A intensidade da selegao natural e quantificada pelo coejiciente de selegao 

• No nivel do gene, a selegao natural modifica as frequencias alelicas nas populagoes. 


Deriva genetica aleatoria _ 

As frequences alelicas passam por modificagoes impre- 
visiveis nas populates por causa das incertezas durante 
a reproduce. 

Em seu livro A Origem das Especies, Darwin enfatizou o 
papel da selegao natural como forga sistematica na evo¬ 
lugao. Entretanto, ele tambem reconheceu que a evolu¬ 
gao e afetada por processos aleatorios. O surgimento de 
novos mutantes nas populagoes e imprevisfvel. Assim, a 
mutagao, a origem primaria de toda a variabilidade gene¬ 
tica, e um processo aleatorio que afeta profundamente 
a evolugao; sem mutagao, nao haveria evolugao. Darwin 
tambem reconheceu que a heranga (que ele nao com- 
preendia) e imprevisfvel. As caracterfsticas sao heredita- 
rias, mas os filhos nao sao replicas exatas de seus pais; ha 
sempre alguma imprevisibilidade na transmissao de uma 
caracterfstica de uma geragao para a proxima. No seculo 
20, depois que os prinefpios de Mendel foram redesco- 
bertos, Sewall Wright e R. A. Fisher investigaram as impli- 
cagoes evolutivas dessa imprevisibilidade. A partir de suas 
analises teoricas, fica claro que a aleatoriedade associada 
ao mecanismo mendeliano afeta profundamente o pro- 
cesso evolutivo. Nas segoes subsequentes, exploraremos 
como as incertezas da transmissao genetica podem cau- 
sar modificagoes aleatorias das frequencias alelicas — um 
fenomeno denominado deriva genetica aleatoria. 

ALTERAgdES ALEATORIAS DAS 
FREQUENCIAS ALELICAS 

Para investigarmos como as incertezas associadas ao me¬ 
canismo mendeliano podem causar alteragoes aleatorias 
das frequencias alelicas, consideremos um cruzamento 
entre dois heterozigotos, Cc x Cc, que produz dois filhos, 
que e o numero esperado se cada indivfduo da popula- 
gao substituir a si proprio (Figura 23.7). E possfvel enu- 
merar os possfveis genotipos dos dois filhos e calcular a 
probabilidade associada a cada uma das possfveis combi- 


nagoes usando os metodos apresentados no Capftulo 3. 
Por exemplo, a probabilidade de que o primeiro filho 
seja CC e 1/4, e a probabilidade de que o segundo filho 
seja CC tambem e 1/4; assim, a probabilidade de que os 
dois filhos sejam CCe (1/4) X (1/4) - 1/16. A probabi¬ 
lidade de que um filho seja CC e o outro seja Cc e (1/4) 
X (1/2) X 2 (porque existem duas ordens possfveis de 
nascimento: CCe Cc ou Cce CC); assim, a probabilidade 
de observar a combinagao genotfpica CC e Cc nos dois 
filhos e 1/4. A Figura 23.7 apresenta toda a distribuigao 
de probabilidade das varias combinagoes genotfpicas da 
prole. Esse dado tambem indica a frequencia do alelo c 
associada a cada combinagao. 

Entre os pais, a frequencia de c e de 0,5. Essa e a fre¬ 
quencia mais provavel de c entre os dois filhos. Na ver- 
dade, a probabilidade de que a frequencia de c nao seja 
modificada entre pais e filhos e de 6/16. Entretanto, ha 
uma chance consideravel de que a frequencia de c au- 


Frequencia de c = 0,5 


Cc Cc 



Frequencia de c 
0 

0,25 

0,5 

0,75 

1 


Genotipos da prole 


CC 

CC 

CC 

Cc 

cc 


CC 

Cc 
cc “I 

cc _r 

Cc 


cc cc 


Probabilidade 



■ FIGURA 23,7 Probabilidades associadas as possfveis frequencias do 
alelo c nos dois filhos de pais heterozigotos. 
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mente ou diminua na prole apenas por causa das incer- 
tezas associadas ao mecanismo mendeliano. A chance 
de aumento da frequencia de c e de 5/16, e a chance 
de diminuigao tambem e de 5/16. Assim, a chance de 
que a frequencia de c seja modificada em uma diregao 
ou outra, 5/16 + 5/16 = 10/16, e maior que a chance de 
continuar igual. 

Essa situagao ilustra o fenomeno de deriva geneti¬ 
ca aleatoria. Para cada par de pais na populagao que 
segrega alelos diferentes de um gene, ha uma chance 
de que o mecanismo mendeliano cause alteragoes nas 
frequencias desses alelos. Quando essas alteragoes ale- 
atorias ocorridas em todos os pares de pais sao soma- 
das, pode haver alteragoes agregadas nas frequencias 
alelicas. Assim, a composigao genetica da populagao 
pode ser modificada mesmo sem a forga da selegao 
natural. 

EFEITOS DO TAMANHO 
DA POPULACAO 

A suscetibilidade da populagao a deriva genetica aleato¬ 
ria depende de seu tamanho. Nas grandes populagoes, 
o efeito da deriva genetica e mfnimo, enquanto nas pe- 
quenas, ele pode ser a f orga evolutiva primaria. Os gene- 
ticistas avaliam o eleito do tamanho da populagao por 
monitoramento da frequencia de heterozigotos ao Ion go 
do tempo. Concentremo-nos, mais uma vez, nos alelos 
C e c, com respectivas frequencias p e q, e consideremos 
que nenhum dos alelos influencie a aptidao; isto e, C e c 
sao seletivamente neutros. Alem disso, suponhamos que 
o cruzamento da populagao seja aleatorio e que os geno- 
tipos estejam presentes nas proporgoes de Hardy-Wein- 
berg em todas as geragoes. 

Em uma populagao muito grande — praticamente 
infinita — as frequencias de C e c serao constantes e a 
frequencia dos heterozigotos que tern esses dois ale¬ 
los sera L Zpq. Em uma populagao pequena de tamanho 
finito N, as frequencias alelicas modificam-se aleato- 
riamente em razao da deriva genetica. Em vista dessas 
alteragoes, a frequencia de heterozigotos, geralmente 
denominada heterozigosidade, tambem sera modificada. 
Para expressarmos a magnitude dessa alteragao em 
uma geragao, indiquemos a frequencia atual de hete¬ 
rozigotos como H e a frequencia de heterozigotos na 
proxima geragao como H '. Entao, a relagao matemati- 
ca entre H’ e H e 

Essa equagao mostra que, em uma geragao, a deriva ge¬ 
netica aleatoria causa o declinio da heterozigosidade em 
Em um total de t geragoes, esperariamos que a hete¬ 
rozigosidade diminmsse ate um nfvel determinado pela 
equagao 

H , - ( ] " Jn)‘ h 



■ FIGURA 23.8 Declfnio da frequencia de heterozigotos causado por 
deriva genetica aleatoria em populagoes de tamanhos diferentes ( N ). 
As populagoes comegam com p = q = 0,5. 


Com essa equagao e possfvel verificar o efeito 
acumulativo da deriva genetica aleatoria durante mui- 
tas geragoes. Em cada geragao, ha previsao de dimi¬ 
nuigao da heterozigosidade em durante muitas ge¬ 
ragoes, a heterozigosidade sera, por fim, reduzida a 0, 
quando sera perdida toda a variabilidade genetica da 
populagao. Nessa ocasiao, a populagao tera apenas um 
alelo do gene ep=le^=0ou^>=0e^=l. Assim, por 
meio de alteragoes aleatorias das frequencias alelicas, 
a deriva causa a diminuigao contfnua da variabilidade 
genetica de uma populagao, levando, por fim, a fixa- 
gao e perda de alelos. E importante reconhecer que 
o tamanho da populagao e crucial para esse proces- 
so (Fsgura 23.8). As populagoes pequenas sao as mais 
sensfveis aos efeitos de redugao da variabilidade da 
deriva genetica. Grand es populagoes sao menos sensf- 
veis. Para verificar como a deriva poderia ter reduzido 
a variabilidade genetica na populagao da ilha Pitcairn 
apresentada no infcio deste capftulo, acompanhe o 
Problema resolvido: Aplicagao da deriva genetica a 
ilha Pitcairn. 

Se alelos seletivamente neutros do tipo que temos ana- 
lisado estao, em ultima analise, destinados a fixagao ou 
perda, e possfvel determinar as probabilidades associa¬ 
das a esses dois desfechos finais? Suponhamos que, atu- 
almente, a frequencia de C seja pea. frequencia de c seja 
q. Entao, desde que os alelos sejam seletivamente neutros 
e que haja cruzamento aleatorio da populagao, a proba- 
bilidade de que determinado alelo acabe sendo fixado 
na populagao sera sua frequencia atual — p para o alelo 
C e q para o alelo c — e a probabilidade de que o alelo 
seja exclufdo da populagao sera 1 menos sua frequencia 
atual, isto e, 1 — p para o alelo C e 1 - q para o alelo c. As¬ 
sim, quando a deriva genetica aleatoria e a forga motriz 
na evolugao, podemos atribuir probabilidades especfficas 
aos possfveis desfechos evolutivos e, extraordinariamen- 
te, essas probabilidades independem do tamanho da po- 
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PROBLEMA RESOLVIDO 



Aplicagao da deriva genetica a ilha Pitcairn 


PROBLEMA 

Quando Fletcher Christian e seus companheiros amotinados 
no H.M.S. Bounty estabeleceram-se na ilha Pitcairn, nao tinham 
ideia de que estavam iniciando um experimento genetico. O gru- 
po fundador de homens e mutheres tevou uma amostra finita de 
genes para uma ilha - uma amostra de duas populates maiores, 
britanica e polinesia. Desde o inicio em 1790, a colonia da ilha 
Pitcairn foi um sistema praticamente fechado. Algumas pessoas 
deixaram a ilha, mas pouqulssimas migraram para la. A maioria 
dos alelos presentes na ilha atualmente e copia dos alelos leva- 
dos pelos fundadores da colonia. E claro que nem todo alelo que 
estava presente na fundagao esta presente hoje. Alguns alelos se 
perderam por morte ou infertilidade de seus portadores. Outros 
se perderam por deriva genetica. Suponhamos que o tamanho 
medio da populagao da ilha Pitcairn fosse de 20 pessoas e que 
na epoca da fungao da colonia, H (a heterozigosidade) fosse 0,20. 
Suponhamos tambem que dez geragoes tenham se passado des¬ 
de a fundagao da colonia. Qual e o valor esperado de H atual¬ 
mente? 


FATOS E CONCEITOS 

1. A heterozigosidade e uma medida da variabilidade genetica de 
uma populagao. 

2. Em uma populagao de tamanho N, espera-se que a deriva gene¬ 
tica reduza a heterozigosidade em 1/2/Va cada geragao. 

3. A perda de variabilidade e acumulativa; depois de t geragoes, a 
heterozigosidade e determinada por H r = (1 - 1/2A/) f H. 

anAuse E SOLUCAO 

Para prever o valor atual de H podemos usar a equagao 

H = (1 - 1/2/V) r H 
com t = 10, N = 20 e H = 0,20: 

H 10 = (1 - 1/2/S/) 10 H 
= (1 - 1/40) 1o (0,20) 

= (0,78) (0,20) 

= 0,15 

Portanto, espera-se que a deriva genetica tenha reduzido a variabi¬ 
lidade genetica na ilha Pitcairn, medida pela heterozigosidade, em 
cerca de 25%. 


PONTOS ESSENCIAIS 


A deriva genetica, a variaydo aleatoria de frequeued as alelicas em populates, e causada por 
incertezas na segrega^do mendeliana 

Em organismos diploides, a laxa de perda da variabilidade genetica por deriva genetica aleato¬ 
ria e 1/2N, ondeN e o tamanho da populacdo 

As populates pequenas sdo metis suscetiveis a deriva genetica que as grandes 

A deriva genetica acarreta a fixaqdo de um alelo em um locus e a perda de todos os outros ale¬ 
los; a prohabilidade de que um alelo seja fixado e igual a sua frequencia atual na populagao. 


Populates em equilfbrio genetico 


As forgas evolutivas da mutagao, selegao e deriva gene¬ 
tica podem opor-se umas as outras e criar um equilfbrio 
dinamico no quai as frequencias alelicas nao se modifi- 
cam mais. 

Em uma populagao de cruzamento aleatorio sem selegao 
ou deriva genetica para modificar as frequencias alelicas 
e sem migracao ou mutaqao para introduzir novos alelos, 
as frequencias genotfpicas de I lardy-Weinberg persistem 
indefinidamente. Essa populagao ideal esta em eslado 
de equilfbrio genetico. Na realidade, a situagao e muito 
mais complicada; selegao e deriva, migragao e mutagao 
estao quase sempre em agao modificando a composigao 
genetica da populagao. Entrelanto, essas forgas evoluti¬ 
vas podem ter agoes contrarias e criar um equilibria di¬ 


namico no qual nao ha modificagao real das frequencias 
alelicas. Esse tipo de equilfbrio difere fundamentalmente 
do equilfbrio da populagao ideal de Hardy-Weinberg. No 
equilfbrio dinamico, tende a haver modificagao simulta- 
nea da populagao em diregoes opostas, mas essas tenden- 
cias opostas anulam-se mutuamente e levam a populagao 
a um ponto de equilfbrio. No equilfbrio de Hardy-Wein¬ 
berg ideal, a populagao nao se altera porque nao ha for¬ 
gas evolutivas em agao. Agora podemos analisar como 
forgas evolutivas opostas criam um equilfbrio dinamico 
em uma populagao. 

SELEGAO BALANCEADORA 

Um tipo de equilfbrio dinamico ocorre quando a selegao 
favorece os heterozigotos a custa de cada tipo de homo- 
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zigoto na populagao. Nessa situagao, denominada selegao 
balanceadora ou vantagem do heterozigoto, podemos deter- 
minar que a aptidao relativa dos heterozigotos e igual a 
lea aptidao relativa dos dois tipos de homozigotos e 
menor que 1: 

Genotipo: AA Aa aa 

Aptidao relativa: 1 - s 1 1 — t 

Nessa formulagao, os termos 1 — s e 1 — t contem coefi- 

cientes de selegao que supostamente estao entre 0 e 1. 
Assim, os dois homozigotos tem menor aptidao que os 
heterozigotos. A superioridade dos heterozigotos as vezes 
e denominada sobredominancia. 

Em casos de vantagem do heterozigoto, a selegao ten- 
de a eliminar os alelos A e a por seus efeitos sobre os 
homozigotos, mas tambem preserva esses alelos por seus 
efeitos sobre os heterozigotos. Em algum momento essas 
tendencias opostas compensam-se mutuamente, com es- 
tabelecimento de equilfbrio dinamico. Para determinar 
as frequencias dos dois alelos no ponto de equilfbrio, e 
preciso derivar uma equagao que descreva o processo 
de selegao e, depois, resolver essa equagao para as fre¬ 
quencias alelicas quando as forgas seletivas opostas estao 
em equilfbrio — isto e, quando as frequencias alelicas nao 
estao mais se modificando (Tabela 23.2). No ponto de 
equilfbrio, afrequencia de Ae p = t/(s + t), e a frequencia 
de a e q = s/(s+ t). 

Como exemplo, suponhamos que os homozigotos AA 
sejam letais (s = 1) e que a aptidao dos homozigotos aa 
corresponda a 50% da aptidao dos heterozigotos (t = 
0,5). Com base nessas premissas, a populagao estabele- 
cera um equilfbrio dinamico quando p = 0,5/(0,5 + 1) = 
1/3 e q - 1/(0,5 + 1) = 2/3. Os dois alelos serao mantidos 
em frequencias consideraveis por selegao a favor dos he¬ 
terozigotos — uma condigao conhecida como polimorfismo 
equilibrado. 

Em seres humanos, a doenga falciforme esta associa- 
da a um polimorfismo equilibrado. Indivfduos com essa 
doenga sao homozigotos para um alelo mutante do gene 
da (3-globina, designado HBB S , e tem uma forma grave de 
anemia na qual as moleculas de hemoglobina cristalizam-se 



Calculo das frequencias alelicas de equilfbrio com 
selegao balanceadora. 


Gendtipos: 


AA 


Aa 


aa 


Aptidao relativa: 


1 -5 


1 


1 -t 


Frequencias: 


Zpq 


Aptidao relativa media: w = p z X (1 - 5 ) + 2pq X 1 + q z X (1 
Frequencia de A na prdxima geragao apos selegao: 

p' = H 1 ~ s ) + (1/2)2 pq]/w = p{ 1 -sp)/w 

Modificagao da frequencia de A por selegao: 

Ap = p' ~ p = pq{tq - sp)/w 

No equilfbrio, Ap = 0; p = t/(s + t) e q = s/(s +1) 


t) 


no sangue. Essa cristalizagao faz com que as hemacias as- 
sumam um formato caracterfstico de foice. Como a doen¬ 
ga falciforme geralmente e fatal sem tratamento medico, a 
aptidao de homozigotos HBB S HBB S tem sido igual a 0 ao 
longo da historia. No entanto, em algumas partes do mun- 
do, sobretudo na regiao tropical da Africa, a frequencia do 
alelo HBB S e de ate 0,2. Com tamanhos efeitos prejudiciais, 
por que o alelo HBB‘ i ainda permanece na populagao? 

A resposta e que existe selegao moderada contra ho¬ 
mozigotos que tem o alelo selvagem HBB A . Esses homozi¬ 
gotos tem menor aptidao que os heterozigotos HBB S HBB A 
porque sao mais suscetfveis a infecgao pelos parasitos 
causadores da malaria (Figura 23.9), uma doenga redu- 
tora de aptidao que e disseminada nas regioes com alta 
frequencia do alelo MBS*. Podemos esquematizar essa si¬ 
tuagao atribuindo aptidoes relativas a cada genotipo do 
gene da [3-globina: 

Genotipo: HBB S HBB S HBB S HBB A HBB A HBB A 

Aptidao relativa: 1 — s 1 1 — t 

Se considerarmos que a frequencia de equilfbrio de 
HBBP seja p = 0,1 — um valor tfpico no oeste da Africa 
-- e se observarmos que s = 1 porque os homozigotos 
HBBFHBBt* morrem, podemos estimar a intensidade da 
selegao contra os homozigotos HBB A HBB A decorrente da 
maior suscetibilidade a malaria: 

p= t/(s + t ) 

0,1 = t/( 1 +t ) 

t= (0,1)/ (0,9) = 0,11 

Esse resultado mostra que os homozigotos HBB A HBB A 
tem aptidao aproximadamente 11% menor que os hete¬ 
rozigotos HBB S HBB A . Assim, a inferioridade seletiva dos 
homozigotos HBB S HBB S e HBB A HBB A em comparagao 
com os heterozigotos cria um polimorfismo equilibrado 
no qual os dois alelos do gene da |3-globina sao mantidos 
na populagao. 



5 |i,m 


■ FIGURA 23.9 Parasito da malaria Plasmodium falciparum (amarelo) 
emergindo de hemacias infectadas. 
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Varios outros alelos HBB mutantes sao encontrados 
em frequencias conside ravels em re gioes tropicals e sub- 
tropicals do mundo nas quais a malaria e — ou era — en- 
demica. E plausfvel que esses alelos tambem tenham sido 
mantidos em populagoes humanas por selegao balance- 
adora. 


BALANCO MUTACAO-SELECAO 

Outro tipo de equilfbrio dinamico e criado quando a se¬ 
legao elimina alelos deleterios produzidos por mutagao 
recorrente. Por exemplo, consideremos o caso de um 
alelo recessivo deleterio a produzido por mutagao do 
alelo selvagem A em frequencia u. Um valor tfpico de m 
e 3 X 10“ f ’ mutagoes por geragao. Embora essa taxa seja 
rrmito baixa, com o tempo ha acumulo do alelo mutante 
na populagao e, por ser recessivo, ele pode estar presen¬ 
te em condigao heterozigota sem causar prejufzo. Em 
algum momento, porem, o alelo mutante torna-se sufi- 
cientemente frequente para que suijam homozigotos aa 
na populagao, e estes estarao sujeitos a forga da selegao 
de maneira proporcional a sua frequencia e ao valor do 
coeficiente de selegao s. A selegao contra esses homozigo¬ 
tos neutralizara a forga de mutagao, que introduz o alelo 
mutante na populagao. 

Se considerarmos que haja cruzamento aleatorio da 
populagao, e se designarmos a frequencia de A como p e 
a de a como q, podemos resumir a situagao do seguinte 
mo do: 


Mutagao 

Selegao 



produz a 

elimina a 



A —> a 

Genotipo: AA 

Aa 

aa 

taxa = u 

Aptidao relativa: 1 

1 

1-5 


Frequencia: p 1 

2 pq 

<? 


A mutagao introduz alelos mutantes na populagao com 
frequencia igual a u, e a selegao elimina-os com fre¬ 
quencia igual a s(f (Figura 23.10). Quando esses dois pro- 
cessos estao contrabalangados, estabelece-se um equilf¬ 
brio dinamico. Podemos calcular a frequencia do alelo 
mutante no equilfbrio criado pelo balango mutagao-sele- 
gao igualando a frequencia de mutagao a frequencia de 
eliminagao por selegao: 

u- s<p 

Assim, depois de isolar q, temos 

q = VmA 

Para um alelo mutante letal em condigao homozigo- 
ta, s - 1 , e a frequencia de equilfbrio do alelo mutante 
e simplesmente a raiz quadrada da taxa de mutagao. Se 
usarmos o valor de u apresentado anteriormente, a fre¬ 
quencia de equilfbrio de um alelo letal recessivo sera q 
= 0,0017. Se o alelo mutante nan for totalmente letal em 
condigao homozigota, a frequencia de equilfbrio sera 
maior que 0,0017 em uma proporgao que depende de 
1/Vs. Por exemplo, se sfor igual a 0,1, entao, em equilf- 


Alelo recessivo 
deleterio 


u 


Introducao por 
mutacao 

p 


f 


Populacao 



Eliminacao por 
selecao 

p 


t 

■ FIGURA 23.10 Batango mutagao-selegao para um alelo recessivo 
deleterio com frequencia q. O equilfbrio genetico e alcangado quando 
a introdugao do alelo na populagao por mutagao de frequencia u e 
compensada pela eliminagao do aleLo por selegao com intensidade s 
contra os homozigotos recessivos. 


brio, a frequencia desse alelo levemente deleterio sera q- 
0,0055 ou 3,2 vezes maior que a frequencia de equilfbrio 
de um alelo letal recessivo. 

Estudos com populagoes naturais de Drosophila indica- 
ram que os alelos letais sao menos frequentes do que pro¬ 
ve em os calculos anteriores. A discrepancia entre as fre¬ 
quencias observadas e previstas foi atribufda a dominancia 
parcial dos alelos mutantes — isto e, esses alelos nao sao com- 
pletamente recessivos. A selegao natural parece agir contra 
alelos deleterios em condigao heterozigota, assim como em 
condigao homozigota. Assim, as frequencias de equilfbrio 
desses alelos sao menores do que preverfamos. As vezes, a 
selegao contra alelos mutantes em condigao homozigota ou 
heterozigota e denominada selegao purificadora. 


BALANCO MUTACAO-DERIVA 

Ja vim os que a deriva genetica aleatoria elimina a variabi- 
lidade de uma populagao. Se nao houvesse forga contra- 
ria, esse processo acabaria tornando todas as populagoes 
completamente homozigotas. No entanto, a mutagao 
repoe a variabilidade perdida por deriva genetica. Em 
algum momento, ha um balango das forgas opostas de 
mutagao e deriva genetica e estabelecimento de um equi¬ 
lfbrio dinamico. 

Anteriormente, vimos que a variabilidade genetica 
pode ser determinada pelo calculo da frequencia de 
heterozigotos em uma populagao — dado estatfstico de- 
nominado heterozigosidade e simbolizado pela letra 
H. A frequencia de homozigotos em uma populagao — 
com frequencia denominada homozigosidade - e igual a 
1 - H. Ao longo do tempo, a deriva genetica diminui H 
e aumenta 1 — H, e a mutagao faz exatamente o oposto 
(Figura 23.11). Suponhamos que cada nova mutagao seja 
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Pressao de mutacao 

# 

(introduz variacao) 


2u (1 - H) 


s' 

/ 

/ 

A 

Heterozigotos 



\ 

\ 

\ 

\ 

x 

x 


X 

X 

X 

Homozigotos 


1 - H 


4 

s 



Deriva genetica 
(elimina a variacao) 


■ FtCURA 23,11 Balango mutagao-deriva para variabilidade, medido 
pela frequencia de heterozigotos Hem uma populagao de tamanho N. 
A frequencia de equiifbrio de heterozigotos e alcanqada quando a in- 
trodugao de variabilidade por mutagao em taxa u e compensada pela 
eliminagao de variabiLidade por deriva genetica em taxa . 


seletivamente neutra. Em uma populagao de tamanho N 
com cruzamento aleatorio, a taxa de diminuigao de H 
pela deriva e (^)H (veja segao anterior, Efeitos do ta¬ 
manho da populagao). A taxa com que a mutagao au- 
menta H e proporcional a frequencia dos homozigotos 
na populagao (1 - H) e a probabilidade de mutagao de 
um dos dois alelos em determinado homozigoto em um 
alelo diferente, assim convertendo esse homozigoto em 
heterozigoto. Essa probabilidade e simplesmente a taxa 
de mutagao u para cada alelo no homozigoto; assim, a 
probabilidade total de a mutagao converter determinado 
homozigoto em heterozigoto e 2 u. Portanto, a taxa com 
que a mutagao aumenta H em uma populagao e igual a 
2u(l - H). 

Quando as forgas opostas de mutagao e deriva sao 
contrabalangadas, a populagao alcanga um nfvel de equi¬ 
ifbrio de variabilidade simbolizado por H Podemos cal- 
cular esse valor de equiifbrio de H igualando a taxa com 
que a mutagao aumenta H a taxa com que a deriva dimi- 
nui H: 


2m{1 -H) - 



Isolando H, determinamos a heterozigosidade de equiif¬ 
brio no ponto de balango mutagao-deriva: 


4Nu/ (ANu + 1) 

Assim, o nfvel de equiifbrio da variabilidade (medido 
pela heterozigosidade) e uma fungao do tamanho da po¬ 
pulagao e da taxa de mutagao. 



■ FIGURA 23.12 Frequencia de equiifbrio de heterozigotos (hetero¬ 
zigosidade) em balango mutagao-deriva em fungao do tamanho ge- 
neticamente efetivo da populagao. Supoe-se que a taxa de mutagao 
seja 10 -6 . 


Se considerarmos que a taxa de mutagao e u = 1 X 10 -6 , 
podemos calcular H para diferentes valores de N (Figu- 
ra 23.12). Para N < 10.000, a frequencia de equiifbrio de 
heterozigotos na populagao e bastante baixa; assim, ha 
domfnio da deriva em relagao a mutagao em pequenas 
populagoes. Para A igual a l/u, o inverso da taxa de mu¬ 
tagao, a frequencia de equiifbrio de heterozigotos e 0,8, 
e para valores ainda maiores de N, a frequencia de hete¬ 
rozigotos aumenta de modo assimptotico em diregao a 1. 
Assim, em grandes populagoes, ha domfnio da mutagao 
sobre a deriva genetica; todo evento de mutagao cria um 
novo alelo, e cada novo alelo contribui para a heterozigo¬ 
sidade porque o grande tamanho da populagao protege 
o alelo contra a perda por deriva genetica aleatoria. 

Os valores de H em populagoes naturais variam de 
acordo com a especie. No guepardo africano, por exem- 

A 

plo, He de 1% ou menos em uma run ostia de loci, suge- 
rindo que ao longo do tempo de evolugao, o tamanho 
da populagao dessa especie foi pequeno. Em seres hu- 
manos, estima-se que H seja de aproximadamente 12%, 
sugerindo que ao longo do tempo de evolugao o tama¬ 
nho da populagao era, em media, de 30.000 a 40.000 in- 
divfduos. Em geral, as estimativas do tamanho da popu¬ 
lagao baseadas em dados de heterozigosidade sao muito 
menores que as estimativas obtidas de dados censitarios. 
A razao dessa discrepancia e que as estimativas baseadas 
em dados de heterozigosidade sao tamanhos geneticamen- 
te efetivos da populagao - tamanhos que levam em conta 
restrigoes ao cruzamento e a reprodugao, alem de oscila- 
goes temporals do numero de indivfduos reprodutivos. 
O tamanho geneticamente efetivo de uma populagao e 
quase sempre menor que o tamanho dessa populagao de 
acordo com o censo. 
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PONTOS ESSENCIAIS • A selegdo que inclui a superioridade do heterozigoto (selegdo balanceadora) aria um equilibria 

dindmico no qual diferentes alelas sao preservados em uma popular;do apesar de serem prejudi¬ 
cial cm homozigotos 


• Em seres humanos, a doenca falciforme estd associada a selegao balanceadora no locus para 
fi-globina 

• A selegao contra urn alelo recession ddeterio reposto na populagdo par mutagdo causa um 
equilibria dindmico no qual a frequencia da aldo recessivo e uma fun rdo simples da taxa de 
mutagda e do caeficiente de selegdo: q = Vus. 

• A aquisigdo par uma papula;do de alelos seletivamente neutros e compensada pda perda desses 
alelos par deriva genetica. Em equilibria, a frequencia de heterozigotos desses alelas e uma 
fungdo da tamanho da populagdo e da taxa de mutagdo: H = 4Nu/ (4Nu +1). 


Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Calcule as frequencias alelicas dos seguintes dados 
populacionais: 


Genotipo 

Numero 

AA 

68 

A a 

42 

Aa 

24 

Total 

134 


Resposta: A frequencia do alelo A, p, e [(2 X 68) + 42j/ 
(2 X134) = 0,664. A frequencia do alelo a, q, e [{2 
X 24) + 42J / (2 X 134) = 0,336. 

2. Preveja as frequencias genotipicas de Hardy-Wein- 
berg usando as frequencias alelicas calculadas no 
Exercfcio 1. Essas frequencias estao de acordo com 
as frequencias observadas? 

Resposta: Os calculos basicos estao resumidos na tabela 
a seguir: 


Genotipo 

N° Obs. 

Frequencia H-W 

N u Esp. 

N <! Esp.-Obs. 

AA 

68 

p 2 =0,441 

59,1 

8,9 

A a 

42 

2 pq = 0,446 

59,8 

- 17,8 

A a 

24 

o 2 =0,113 

15,1 

8,9 


Para testar a concordancia entre os numeros 
observados e esperados, calculamos a estatfstica de 
teste x 2 corn um grau de liberdade: x 2 = 2 (O bs . - 
Esp.) -/Esp. = 12,0, que ultrapassa o valor critico para 
essa estatfstica de teste. Assim, rejeitamos a hipolese 
de que as frequencias genotipicas calculadas a partir 
do princfpio de Hardy-Weinberg concordem com as 
frequencias observadas. Evidentemente, a popula- 
qao nao esta em equilfbrio de Hardy-Weinberg. 

3. Em uma populagao com cruzamento aleatorio ha 
muitas geracoes, ha segregacao de dois fenotipos; 
um se deve a um alelo dominante Ge o outro, a um 
alelo recessivo g. As frequencias dos fenotipos do¬ 
minante e recessivo sao 0,7975 e 0,2025, respectiva- 


mente. Estime as frequencias dos alelos dominante 
e recessivo. 

Resposta: A frequencia do fenotipo dominante repre- 
senta a soma de duas frequencias genotipicas de 
IIardy-Weinberg: p 2 ( GG) + 2 pq ( Gg). A frequencia 
do fenotipo recessivo representa apenas uma fre¬ 
quencia genotfpica de Hardy-Weinberg q 2 ( gg). Para 
estimar a frequencia do alelo recessivo, calculamos 
a raiz quadrada da fr equenc ia observada do feno¬ 
tipo recessivo: q — V0,2025 = 0,45. A frequencia 
do alelo dominante e calculada pela subtraqao: 
p = 1 — q - 0,55. 

4. Um gene com dois alelos e segregado em uma po- 
plilacao. A aptidao de homozigotos recessivos cor- 
responde a 90% da aptidao dos heterozigotos e dos 
homozigotos dominantes. Qual e o valor do coefi- 
ciente de selegao que mede a intensidade da sele- 
cao natural contra o alelo recessivo? 

Resposta: Usando ,v para representar o coeficiente de se- 
lecao, o esquema de aptidao e 

Genotipo Aptidao relativa 

AA 1 

A a 1 

aa 1 - s 

Como a aptidao dos homozigotos recessivos corres- 
ponde a 90% da aptidao dos outros gen 6 tip os, a 
expressao 1 - s= 0,9; assim, s- 0,1. 

5. Suponha que os alelos do gene T sejam seletiva¬ 
mente neutros. Em uma populagao de 50 indivf- 
duos, atualmente 34 sao heterozigotos. Preveja a 
frequencia de heterozigotos nessa populagao dez 
geragoes a frente. Suponha que o tamanho da po- 
pulacao seja constante e que o cruzamento seja to- 
talmente aleatorio (inclusive com possibilidade de 
autofertilizacao). 
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Resposta: A evolugao de um gene seletivamente neutro 
ocorre por deriva genetica aleatoria. A equagao e H 
- (1 - 1/2N)'//, onde He a frequencia de geragoes 
i heterozigotas no futuro, N e o tamanho da popu¬ 
lagao e // e a frequencia atual de heterozigotos. A 
partir dos dados apresentados no problema, N- 50, 
II = 34/50 = 0,68 e t = 10. Assim, H, = (0,99) 10 X 
(0,68) = 0,615. 

6. A selegao purificadora elimina alelos deleterios 
de uma populagao, mas a mutagao recorrente 
os repoe. Suponha que os alelos letais recessivos 


do gene B sejam criados na frequencia de 2 X 
10 _(> por geragao. Qual e a frequencia esperada 
de alelos letais em uma populagao em equilibria 
mutagao-selegao? 

Resposta: A frequencia de alelos letais e determinada pela 
equagao q — v u/s, onde ue a taxa de mutagao (do 
alelo normal dominante para o alelo letal recessi- 
vo) e s e a intensidade de selegao contra o alelo de¬ 
le lerio (nesse caso, s= 1). Assim, a freque ncia espe¬ 
rada de alelos letais na populagao e q — V2 X 10 _il 
= 0,0014. 


Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Determinaram-se os tipos sanguine os A-B-O de 
1.000 pessoas de um povoado isolado, e os dados 
ob lidos foram: 


Tipo sanguineo 

Numero de pessoas 

A 

42 

B 

672 

AB 

36 

O 

250 


A partir desses dados, estime as frequencias dos ale¬ 
los /', I !l e i do gene do grupo sanguineo A-B-O. 


Resposta: Indiquemos as frequencias dos alelos I A , I l! e 
i do gene / como p, q e r, respectivamente, e su- 
ponhamos que os genotipos desse gene estejam 
nas proporgoes de H a rd y-We in berg. Comecemos 
pela estimativa de r, a frequencia do alelo i. Para 
fazer essa estimativa, observamos que a frequencia 
do tipo sanguineo O, que e de 250/1.000 = 0,25 
nos dados, deve corresponder a frequencia de Har¬ 
dy-Weinberg do genotipo ii /. Assim, se usarmos 
o principio de Hardy-Weinberg inverlido, podemos 
estimar a frequencia do alelo i como r= V0,250 = 
0,500. 

Para estimarmos p, a frequencia do alelo I A , ob- 
servamos que (p + r} 2 = // + 2pr + r 2 corresponde as 
frequencias combinadas dos tipos sangiiineos A ( p 2 
+ 2 pr) e O (r). A partir dos dados, a estimativa des- 
sas frequencias combinadas e (42 + 250)/1.000 = 
0,292. Se calcularmos C|ue (p + r) 2 = 0,292 e extrair- 
mos a raiz quadrada, obteremos p + r = 0,540; entao, 
subtraindo r, podemos estimar a frequencia do ale¬ 
lo I A como p = 0,540 - 0,500 = 0,040. Para estimar 
q, a frequencia do alelo P, observamos que p + q + r 
= 1. Assim, q = \ — p ~r= \ — 0,040 - 0,500 = 0,460. 

2. Um homem e uma mullier com visao normal das 
cores tiveram Lres filhos, entre eles um homem com 
discromatopsia. A incidencia de discromatopsia 
masculina na populagao de origem desse casal e de 


0,30, alta demais para a discromatopsia ligada ao X. 
Se o homem com discromatopsia casar-se com uma 
mullier que tern visao normal das cores, qual sera a 
chance de que o primeiro filho tenha discromatop¬ 
sia? 

Resposta: E claro que o risco de que o casal tenha um 
filho com discromatopsia depende do genotipo da 
mulher. Se ela for heterozigota para o alelo para 
discromatopsia, a probabilidade de transmitir esse 
alelo para o primeiro filho sera de 1/2, O homem 
transmitira um cromossomo X com o alelo mutante 
ou um cromossomo Y; em ambos os casos, a con- 
tribuigao feminina para o zigoto sera determinan- 
te. Para calcular a probabilidade de que a mulher 
seja heterozigota para o alelo mutante, observamos 
que a incidencia de discromatopsia entre homens 
na populagao e 0,30; esse numero oferece uma es¬ 
timativa da frequencia do alelo mutante, q, na po¬ 
pulagao. Alem disso, como q - 0,30, a frequencia 
do alelo selvagem, p,€\—q = 0,70. Se os genotipos 
da populagao estiverem em proporgoes de Har¬ 
dy-Weinberg, a frequencia de mulheres heterozigo¬ 
tas sera L 2pq- 2 X (0,7) X (0,3) = 0,42. No entanto, 
entre as mulheres que tern visao normal das cores, 
a frequencia de heterozigotos e maior porque as 
mulheres mutantes homozigotas foram excluidas 
do total. Para ajustar para esse efeito, calculamos 
a proporgao entre heterozigotos e homozigotos de 
tipo selvagem mais heterozigotos, com exclusao es- 
pecifica dos homozigotos mutantes - isto e, calcu¬ 
lamos 2pq/ (jr + 2pq) = 2 pq/[p(p + 2 q) J = 2 q/ ( p + 
q + q) =2q/(I + q)■ Substituindo q = 0,3 na ultima 
expressao, estimamos que a frequencia de hetero¬ 
zigotos entre mulheres com visao normal das cores 
(homozigotos de tipo selvagem mais heterozigotos) 
seja de 2 X (0,3)/(1 + 0,3) = 0,46. Esse numero e a 
chance de que a mulher em questao seja portado- 
ra heterozigota do alelo mutante. A probabilidade 
de que seu primeiro filho tenha discromatopsia e 
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calculada multiplicando-se a chance de que ela seja 
portadora (0,46) pela chance de transmitir o ale- 
lo mutante para a crianga (1/2); assim, o risco de 
discromatopsia na crianga e (0,46) X (1/2) = 0,23. 

3. Q alelo IIBB S responsavel pela doenga falciforme 
e mantido em muitas populagoes humanas porque 
em condigao heterozigota confere alguma resisten- 
cia a infecgao por parasites da malaria; entretanto, 
em condigao homozigota, esse alelo e praticamente 
letal, Assim, quando a malaria for erradicada po- 
demos esperar o desaparecimento do alelo HBB S 
das populagoes humanas. Se a mutagao do alelo 
normal IIBB A em HBB S ocorresse em uma taxa de 
10“* s por geragao, que frequencia final voce preveria 
para o alelo IIBB S em um mundo livre da malaria? 


Resposta: Em urn mundo sem malaria, a vantagem de 
mantel o alelo IIBB'' em polimorfismo equilibra- 
do desapareceria. Heterozigotos HBEPHBB 4 teriam 
a mesma aptidao que homozigotos HBB A HBB A t e 
homozigotos IIBB S IIBB S continuariam a apresen- 
tar aptidao muito baixa - praticamente zero em 
comparagao com os outros dois genotipos. Nessas 
circunstancias, a frequencia do alelo IIBB S (q) se- 
ria determinada por um equilfbrio entre a selegao 
contra ele na condigao homozigota (coeficiente de 
selegao s = 1) e a introdugao na populagao por mu¬ 
tagao em taxa u = 10 _H por geragao. A freq uencia de 
equilfbrio do alelo IIBB S seria q — V u/s = 0,0001, 
mil vezes menor que sua frequencia alual em re- 
gides do mundo infestadas por malaria. 


Av a 






iciona 




Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


23.1 Os dados a seguir sobre os tipos sangumeos M-N 
foram obtidos em povoados de nativos da America 
Central e America do Norte: 

Tamanho da 

Grupo amostra M MN N 

America Central 86 53 29 4 

America do Norte 278 78 61 139 

Calcule as frequencias dos alelos L M e L A ' nos dois 
grupos. 

23.2 A frequencia de um alelo em uma populagao gran¬ 
de com cruzamento aleatorio e 0,2, Qual e a fre¬ 
quencia de portadores heterozigotos? 

23.3 A incidencia de albinismo recessivo e 0,0004 em 
uma populagao humana. Se o cruzamento para 
essa caracterfstica for aleatorio na populagao, qual 
sera a frequencia do alelo recessivo? 

23.4 Em amostra de uma populagao africana, as fre¬ 
quencias dos alelos L M e LP foram 0,78 e 0,22, res- 
peclivamente. Se houver cruzamento aleatorio da 
populagao em relagao aos tipos sangufneos M-N, 
quais serao as frequencias esperadas dos fenotipos 
M, MN e N? 

23.5 Os seres humanos portadores do alelo dominante 
T sao capazes de sentir o sabor da substancia fenil- 
tiocarbamida (PTC). Em uma populagao na qual a 
frequencia desse alelo e 0,4, qual e a probabilida- 
de de que determinada pessoa sensfvel a esse sabor 
seja homozigota? 

23.6 Um gene tern tres alelos, A , A., e A,,, com respecti- 
vas frequencias de 0,6, 0,3 e 0,1. Se o cruzamento 
for aleatorio, preveja a frequencia combinada de 
toclos os heterozigotos na populagao. 


23.7 A hemofilia e causada por um alelo recessivo liga- 
do ao X. Em determinada populagao, a frequencia 
de homens com hemofilia e 1/4.000. Qual e a fre¬ 
quencia esperada de mulheres com hemofilia? 

23.8 O fenotipo de olhos rubi em Drosophila e causado 
por um alelo mutante ligado ao X recessivo. A cor 
de olhos do tipo selvagem e vermelha. Uma po¬ 
pulagao laboratorial de Drosophila e iniciada com 
25% de femeas de olhos rubi, 25% de femeas de 
olhos vermelhos homozigotas, 5% de machos de 
olhos rubi e 45% de machos de olhos vermelhos. 
(a) Se houver cruzamento aleatorio dessa popula¬ 
gao por uma geragao, qual sera a frequencia espe¬ 
rada de machos e femeas de olhos rubi? (b) Qual 
sera a frequencia do alelo recessivo em cada sexo? 

23.9 Uma caracterfstica determinada por alelo domi¬ 
nante ligado ao X mostra penetragao de 100% e e 
expresso em 36% das mulheres de uma populagao. 
Supondo-se que a populagao esteja em equilfbrio 
de Ilardv-Weinberg, que proporgao dos indivfduos 
de sexo masculino dessa populagao expressa a ca¬ 
racterfstica? 

23.10 Um casal de fenotipo normal teve uma crianga 
normal e outra com fibrose cfstica, uma doenga 
autossomica recessiva. A incidencia de fibrose cfsti¬ 
ca na populagao de origem desse casal e 1/500. Se 
a crianga normal vier a se casar com uma pessoa de 
fenotipo normal da mesma populagao, qual sera 
o risco de que os recem-casados tenham um filho 
com fibrose cfstica? 

23.11 Que frequencias dos alelos A e a em uma popu¬ 
lagao de cruzamento aleatorio maximizam a fre¬ 
quencia de heterozigotos? 
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23.12 Em uma populagao isolada, as frequencias dos ale- 
los I A , Pei do tipo sangumeo A—B—O sao, respecti- 
vamente, 0,15, 0,25 e 0,60. Se os genotipos do gene 
do dpo sangumeo A-B-O estiverem nas propor- 
goes de Hardy-Weinberg, que fragao das pessoas 
com sangue tipo A nessa populagao deve ser ho- 
mozigota para o alelo P? 

23.13 Em um levantamento de mariposas coletadas de 
uma populagao natural, um pesquisador encon- 
trou 51 amostras escuras e 49 amostras claras. As 
mariposas escuras tern um alelo dominante, e as 
claras sao homozigotas para um alelo recessivo. Se 
a populagao estiver em equilfbrio de Hardy-Wein- 
berg, qual sera a frequencia estimada do alelo re¬ 
cessivo? Quantas mariposas escuras na amostra ten- 
dem a ser homozigotas para o alelo dominante? 

23.14 Uma populagao havaiana de Drosophila segrega 
dois alelos, P 1 e P 2 , do gene da fosfoglicose isome- 
rase {PCI). Em uma amostra de 100 moscas dessa 
populagao, 30 eram homozigotas P 1 P 1 , 60 eram 
heterozigotas P l P 2 e 10 eram homozigotas P 2 P 2 . 

(a) Quais sao as frequencias dos alelos P l e P 2 nes¬ 
sa amostra? (b) Faga um teste do qui-quadrado 
para determinar se os genotipos na amostra estao 
em proporgoes de Hardy-Weinberg. (c) Supon- 
do-se que a amostra seja representativa da popu¬ 
lagao, quantas geragoes de cruzamento aleatorio 
seriam necessarias para estabelecer as proporgoes 
de Hardy-Weinberg na populagao? 

23.15 Em uma grande populagao que se reproduz por 
cruzamento aleatorio, as frequencias dos genoti¬ 
pos GG, Gg e gg sao 0,04, 0,32 e 0,64, respectiva- 
mente. Suponha que uma mudanga climatica in- 
duza a reprodugao exclusiva por autofertilizagao. 
Preveja as frequencias dos genotipos nessa popula¬ 
gao depois de muitas geragoes de autofertilizagao. 

23.16 As frequencias dos alelos A e a sao respectivamen- 
te 0,6 e 0,4 em determinada populagao de vege- 
tais. Depois de muitas geragoes de cruzamento 
aleatorio, a populagao passa por um ciclo de auto¬ 
fertilizagao. Qual e a frequencia esperada de hete- 
rozigotos na prole das plantas autofertilizadas? 

23.17 Duas populagoes isoladas estao em equilfbrio de 
Hardy-Weinberg com as seguintes frequencias ge- 
notf picas: 

Genotipo: AA Aa aa 

Frequencia na populagao 1: 0,04 0,32 0,64 

Frequencia na populagao 2: 0,64 0,32 0,04 

(a) Se as populagoes tiverem tamanhos iguais e se uni- 
ficarem para formar uma unica populagao grande, 
preveja as frequencias alelicas e genotfpicas na gran¬ 
de populagao imediatamente apos a unificagao. 

(b) Se a populagao unificada se reproduzir por cruza¬ 
mento aleatorio, preveja as frequencias genotfpicas 
na proxima geragao. 


(c) Se a populagao unificada continuar a se reproduzir 
por cruzamento aleatorio, essas frequencias genotf¬ 
picas permanecerao constantes? 

23.18 Uma populagao e constitufda de 25% de indivf- 
duos altos (genotipo 7T), 25% de indivfduos bai- 
xos {genotipo tt) e 50% de indivfduos de altura 
intermediaria (genotipo Tt). Preveja a composigao 
fenotfpica e genotfpica final da populagao se, ge¬ 
ragao apos geragao, o cruzamento for estritamente 
preferencial (i. e., indivfduos altos com indivfduos 
altos, indivfduos baixos com indivfduos baixos e 
indivfduos de altura intermediaria com indivfduos 
de altura intermediaria). 

23.19 Em experimentos controlados com diferentes ge¬ 
notipos de um inseto, um pesquisador mediu a 
probabilidade de sobrevida desde a fase de ovo- 
citos fertilizados ate a fase de adultos maduros 
reprodutivos. As probabilidades de sobrevida dos 
tres genotipos avaliados sao: 0,92 (para GG), 0,90 
(para Gg) e 0,56 (para gg). Se todos os adultos re¬ 
produtivos forem igualmente ferteis, quais serao 
as aptidoes relativas dos tres genotipos? Quais sao 
os coeficientes de selegao dos dois genotipos com 
menor aptidao? 

23.20 Em uma grande populagao de cruzamento aleato¬ 
rio, 0,84 dos indivfduos expressam o fenotipo do 
alelo dominante A e 0,16 expressam o fenotipo do 
alelo recessivo a. (a) Qual e a frequencia do alelo 
dominante? (b) Se os homozigotos aa tiverem ap¬ 
tidao 5% menor que os dois outros genotipos, qual 
sera a frequencia de A na proxima geragao? 

23.21 Como os indivfduos com fibrose cfstica morrem 
antes que possam se reproduzir, o coeficiente de 
selegao contra eles e j = 1, Suponha que os por- 
tadores heterozigotos do alelo mutante recessivo 
responsavel por essa doenga tenham a mesma apti¬ 
dao que homozigotos de tipo selvagem e que a fre¬ 
quencia populacional do alelo mutante seja 0,02. 
(a) Preveja a incidencia de fibrose cfstica na popu¬ 
lagao apos uma geragao de selegao. (b) Explique 
por que a incidencia de fibrose cfstica dificilmente 
se modifica, mesmo com 5 = 1 . 

23.22 Explique o mecanismo de selegao de cada grupo 
de aptidao relativa dos genotipos AA, Aa e aa. Con- 
sidere 0 < t < s < 1 . 



AA 

Aa 

aa 

Caso 1 

1 

1 

1-5 

Caso 2 

1 - s 

1 - s 

1 

Caso 3 

1 

1 -t 

1-5 

Caso 4 

1 -5 

1 

1 - 1 


23.23 A frequencia de recem-nascidos homozigotos para 
um alelo letal recessivo e de aproximadamente 1 
em 25.000. Qual e a frequencia esperada de porta- 
dores desse alelo na populagao? 
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23.24 Uma populagao de 50 indivlduos reproduz-se de tal 
modo que seu tamanho permanece constante. Se 
o cruzamento for aleatorio, qual sera a velocidade 
de perda da variabilidade genetica, medida pela fre¬ 
quencia de heterozigotos, nessa populagao? 

23.25 Uma populagao segrega tres alelos, A , A, e A s 
com respectivas frequencias de 0,2, 0,5 e 0,3. Se 
houver neutralidade seletiva desses alelos, qual 
sera a probabilidade de fixagao de A, por deriva 
genetica? Qual sera a probabilidade de perda de 
A por deriva genetica? 

23.26 A populagao de camundongos de uma pequena 
ilha e constitulda de quantidades quase iguais de 
machos e femeas. O cromossomo Y de um quar¬ 
to dos machos tern aproximadamente o dobro do 
comprimento do cromossomo Y dos demais em 
razao de uma expansao da heterocromatina. Se 
a aptidao dos camundongos com cromossomo Y 
for igual a dos camundongos com cromossomo Y 
pequeno, qual sera a probabilidade de que o cro¬ 
mossomo Y grande seja fixado na populagao de 
camundongos? 

23.27 Em algumas regioes do oeste da Africa, a fre¬ 
quencia do alelo HBB S e 0,2. Se essa frequencia e 


consequencia de um equilibrio dinamico por apti¬ 
dao superior dos heterozigotos HBB S HBB X , e se os 
homozigotos HBB S HBB S sao essencialmente letais, 
qual e a intensidade de selegao contra os homozi¬ 
gotos HBB A HBB A 7 

22.28 Camundongos com genotipo Hh tern aptidao duas 
vezes maior que os homozigotos HH e hh. Se hou¬ 
ver cruzamento aleatorio, qual sera a frequencia 
esperada do alelo h quando a populagao de ca¬ 
mundongos alcangar o equilibrio dinamico por 
selegao balanceadora? 

23.29 Um alelo g completamente recessivo e letal em 
condigao homozigota. Se houver mutagao do ale¬ 
lo dominante G em g em taxa de 10“ 6 por gera- 
gao, qual sera a frequencia esperada do alelo letal 
quando a populagao alcangar o equilibrio muta- 
gao-selegao? 

23.30 Individuos com o genotipo bb tern aptidao 20% 
menor que indivlduos com os genotipos BB ou 
Bb. Se houver mutagao de B em b em uma taxa de 
10 -e por geragao, qual sera a frequencia esperada 
do alelo b quando a populagao alcangar o equili¬ 
brio mutagao-selegao? 


Genomica na Web em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


O alelo mutante causador de doenga falciforme e preva- 
lente em areas com alta probabilidade de malaria, doenga 
causada por um parasito transmitido por mosquitos. Clique 
nos links Malaria e Mosquito na pagina Genomic biology para 
encontrar informagoes sobre o parasito da malaria Plasmo¬ 
dium falciparum e o mosquito vetor Anopheles gambiae. 

1. Qual e o tamanho do genoma do Plasmodium ;? Quantos 
cromossomos ele tem? Qual e o tamanho do genoma 
do Anopheles ? Quantos cromossomos ele tem? Os 


genomas desses organismos ja foram completamente 
sequenciados? 

2. Na pagina sobre o Plasmodium, clique no link overview 
para ter acesso a informagoes resumidas sobre esse 
parasito. Em relates resources, clique em WHO/Malaria 
para ter acesso a links para informagoes sobre varios 
aspectos da malaria. Onde esta disseminada essa doen¬ 
ga? Como e o tratamento atual? Como e a transmissao 
do parasito Plasmodium de uma pessoa para outra? 



Genetica 

Evolutiva 



Surgimento da teoria evolutiva 

Variacao genetica em populates naturais 

Evolugao molecular 

Especia<;ao 

Evolu<;ao humana 


D'ou venons nous? Que sommes 
nous? Ou altons nous? 

Em 1897, noTaiti, o artista frances Paul Gauguin pintou uma tela 
enorme com um titulo provocador: "De onde viemos? O que so- 
mos? Para onde vamos?" O quadra, atualmente em exposigao no 
Boston Museum of Fine Arts, mostra um grupo de polinesios, jo- 
vens e idosos, recostados, sentados, andando e comendo em uma 
paisagem de cor estranha. As pessoas parecem desoladas e ab- 
sortas, e algumas parecem fitar interrogativamente o observador, 
propondo, por assim dizer, aquelas tres perguntas inesqueciveis 
que Gauguin escreveu na margem da tela. Essa tela melancolica, 
criada por Gauguin quase no fim da sua vida, parece mostrar a 


busca pessoal do artista por respostas a algumas questoes profun- 
das da vida. Entretanto, e mais do que a dectaragao de um indivf- 
duo que buscava inspiraqao, liberdade e realizagao nos mares do 
sul. A pintura de Gauguin reflete uma busca universal sobre o que 
significa ser humano. Durante o seculo 19, as pessoas comegaram 
a ver essa questao sob uma nova optica, sobretudo com o surgt- 
mento da teoria evolutiva. A Origem das Especies, de Charles Da¬ 
rwin, publicada em 1859, apresentou as ideias de que as especies 
nao sao fixas e que as populates de organismos modificam-se 
ao longo do tempo. Em um livro posterior, A Descendencia do Ho - 
mem, Darwin propos que a especie humana tambem estava su- 
jeita as forgas evolutivas.As ideias de Darwin perturbaram muitas 
pessoas. 



De onde viemos? O que somos? Para onde vamos?" Pintura de 1897 do artista frances Paul Gauguin. 
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Surgimento da teoria evolutiva 


A teoria da evolugao, inicialmente enunciada por Charles 
Darwin, e baseada em prindpios geneticos. 

A publicagao de A Origem das Especies em 1859 provocou 
enorme controversia - nao porque a ideia de evolugao 
das especies fosse nova, mas sim porque Darwin a defen- 
deu tao bem. O livro de Darwin foi escrito de maneira 
convincente e era rico em evidencias. Segundo ele, as 
especies modificam-se gradualmente durante longos 
perfodos. Algumas se dividem em duas especies on mais; 
outras sao extintas. As ideias de Darwin inquietaram mui- 
tas pessoas que acreditavam que todas as especies eram 
criagao divina e que, exceto por variagoes triviais entre 
os indivfduos, as especies nao se modificam - isto e, sao 
imutaveis. O livro de Darwin contestava essa visao. Embo- 
ra nao tenha dito muito sobre a origem dos primeiros or- 
ganismos na Terra, afirmou que durante milhoes de anos 
eles haviam se modificado e diversificado para produzir 
a abundancia de especies vivas atualmente. Alem disso, 
Darwin afirmou que essa mu dan c a e diversificagao, que 
denominou de “divergencia de caracterfstica”, era conse- 
quencia de processos totalmente naturais. 

TEORIA DA EVOLUGAO DE DARWIN 

Darwin propos que uma especie se modifica em conse¬ 
quent cia de geragoes de compedgao entre os indivfduos. 
Os indivfduos de uma especie variant em relagao as ca- 
racterfsticas hereditarias que influenciam a capacidade 
de sobrevivencia e reprodugao. Os indivfduos que apre¬ 
sentam essas caracterfsticas terao, em media, mais filhos 
que os demais. Em vista dessa contribuigao desigual para 
a geragao seguinle, as caracterfsticas que promovem a 
sobrevida e a reprodugao tenderao a se tornar mais fre- 
quentes na especie. Durante muitas geragoes, esse pro- 
cesso, que Darwin batizou de selegao natural, modifica as 
caracterfsticas da especie - isto e, a especie evolui. Em 
seu livro, Darwin resumiu suas ideias sobre a evolugao 

f il 

por selegao natural: 

Mais uma vez, pode-se perguntar, como as varie- 
dades, que chamei de especies incipientes, con- 
verteram-se finalmente em especies competentes 
e distintas, que na maioria das vezes apresentam 
diferengas obvias entre si muito maiores que as 
variedades da mesma especie? Como surgem esses 
grupos de especies, que constituent os chamados 
generos distintos e que apresentam diferengas en¬ 
tre si maiores que as especies do mesmo genero? 
Todos esses resultados... sao consequencia da luta 
pela sobrevivencia. Em razao dessa luta, as varia- 
goes, ainda que pequenas, e quaisquer que sejam 
suas causas, desde que tragam algum proveito para 
os indivfduos de uma especie, ent suas relagoes iitfi- 
nitamente complexas com outros seres organicos e 
com suas condigoes ffsicas de vida, tenderao a pre- 


servar esses indivfduos e geralmente serao herdadas 
pela prole. Portanto, esta tambem tera uma maior 
chance de sobreviver, ja que, dos muitos indivfduos 
de qualquer especie nascidos periodicamente, so 
um pequeno liumero sobrevive. A esse princfpio, 
pelo qual to da pequena variagao, se util, e presena- 
da, dei o nome de Selegao Natural. 

Darwin propos que a selegao era a forga propulsora 
da evolugao na natureza porque conhecia bem como a 
selegao artificial modificara as caracterfsticas de especies 
domesticadas. Ele reconhecia o impacto da selegao artifi¬ 
cial na criagao de diferentes ragas de bois, caes e galinhas 
(Figura 24.1); ele tambem conhecia sen papel ita modela- 
gent de variedades de vegetais hortfcolas e agrfcolas. 

Darwin tambem foi um naturalista de printeira ordem. 
Na juventude, serviu durante 5 anos no navio hidrografi- 
co britanico H.M.S. Beagle. O Beagle partiu da Inglaterra 
em 1831, viajou ate a America do Sul e retornou a Ingla¬ 
terra em 1836. A longa permanencia na costa da Ameri¬ 
ca do Sul proporcionou a Darwin muitas oportunidades 
de observar plantas, animais e formagoes geologicas. Por 
exemplo, nas Ilhas Galapagos, na costa do Equador, ele 
observou varias especies de aves que tinham aparencia 
e comportamento diferentes, mas que ele depois reco- 
nlteceu que estavam relacionadas entre si e com aves do 
continente sul-americanos (Figura 24.2). A partir dessas 
e de outras observagoes, Darwin chegou a ideia de que 
as especies nao sao fixas. Ele inferiu que elas mudam ao 



Wyandotte dourado laceado Bantam Brahma clara 


■ FIGURA 24.1 Variagao entre ragas de caes e galos. 
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Tentilhao-daterra de hico medio (G. forfis) 


■ FIGURA 24 2 Tentilhoes nas ILhas Galapagos. 


longo do tempo e que algumas, exemplificadas pelos fos- 
seis que encontrou durante as viagens, foram ate mesmo 
extintas. 

Darwin passou mais de 20 anos analisando e interpre- 
tando os dados coletados na viagem do Beagle, Alem dis- 
so, em sua propriedade rural, em Kent, Inglaterra, fez ex- 
perimentos com varias plantas e animais domesticados. 
As observagoes feitas nesse trabalho experimental, junto 
com sua leitura e analise extensa dos dados coletados na 
viagem do Beagle, proporcionaram as ideias que levaram 
a publicagao de A Origem das Especies. 

GENETICA EVOLUTIVA 

A teoria da evolugao de Darwin tinha uma grande lacu¬ 
na. Nao explicava a origem da variagao entre os indivi- 
duos nem o mecanismo de heranga de determinadas 


variantes. Por fim, Darwin propos uma teoria de heran¬ 
ga baseada na transmissao de caracterfsticas adquiridas. 
No entanto, a teoria era imperfeita. Os biologos atrafdos 
pelas ideias de Darwin sobre evolugao tentaram, como 
ele, explicar como as variantes favorecidas pela selegao 
natural sao transmitidas de pais para filhos. Em 1900, a 
redescoberta dos principios de Mendel apresentou a ex- 
plicagao tao buscada: as caracterfsticas sao determinadas 
por genes, que segregam alelos diferentes, e os genes sao 
transmitidos aos descendentes em gametas produzidos 
por seus pais. A analise da transmissao genetica em cru- 
zamentos experimentais e heredogramas rapidamente 
deu origem a um novo tipo de analise que incluia popu¬ 
lagoes inteiras. Assim nasceu a especialidade da genetica 
evolutiva, e, em 1930, sobretudo gragas as contribuigoes 
de Sewall Wright, R. A. Fisher e J. B. S. Haldane, ela se 
tornou a base da teoria darwiniana. 


PONTOS ESSE NCI A IS • Charles Dartuin formulmi uma teoria segundo a qual as especies evoluem porforga da selegao 

natural 

* Depots da redescoberta do trabalho de Mendel, as ideias de Darwin foram fundamentadas nos 
principios mendelianos de heranga. 


Variagao genetica em populagoes naturais 


Muitas abordagens experimentais diferentes oferecem 
informagoes sobre a variagao genetica em populagoes de 
organismos. 

A Origem das Especies, de Darwin, comega com uma analise 
da variagao. Sem variagao, as populagoes nao evoluem. 
Logo apos a redescoberta dos principios de Mendel, os 
biologos comegaram a documentar a variagao genetica 
em populagoes naturais. A princfpio, esses esforgos con- 
centraram-se em caracteristicas visfveis do fenotipo - pig- 


mentagao, tamanho, e assim por diante. Mais tarde, eles 
destacaram caracteristicas que tem relagao mais direta 
com os cromossomos e os genes. Nas segoes a seguir, co¬ 
rn entaremos a variagao nos nfveis lenotipico, cromosso- 
mico e molecular. 

VARIACAO DOS FEN6TIPOS 

Os naturalistas descreveram a variagao fenotipica em 
muitas especies. Por exemplo, os moluscos terrestres tem 
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listras coloridas diferentes nas conchas, os esquilos e ou- 
tros mamfferos pequenos tem pelagem de diferentes co¬ 
res e as borboletas e mariposas tem desenhos diferentes 
nas asas (Figura 24.3). No reino vegetal, a variagao feno- 
tfpica pode se manifestar por diferentes tipos de flores. 
Todos esses tipos de diferengas fenotfpicas sao denomi- 
nados polimorfismos, palavra derivada do grego que signi- 
fica “muitas formas”. Para esclarecer a base genetica de 
um polimorfismo, e necessario levar os organism os para 
o laboratorio e cruza-los com outros. Infelizmente, essa 
conduta e impossivel em muitos organismos. Por isso, os 
geneticistas tenderam a concentrar as investigagoes de 
variagoes fenotfpicas naturais em organismos que podem 
ser criados e cruzados em laboratorio. 

Alguns dos estudos classic os foram realizados na Rus¬ 
sia, onde os pesquisadores coletaram Drosophila de po¬ 
pulagoes naturais, promoveram seu endocruzamento e 


examinaram a prole para avaliagao das caracterfsticas as- 
sociadas a genes mutantes — por exemplo, olhos brancos 
(em vez de olhos vermelhos) e corpos amarelos (em vez 
de corpos cinza). Esse trabalho registrou a presenga de 
alelos mutantes em populagoes naturais. 

Os seres humanos tambem sao polimorficos. A anali- 
se do heredograma e a amostragem da populagao pos- 
sibilitaram que os pesquisadores identificassem muitos 
polimorfismos humanos. Os dados classicos provem do 
estudo dos tipos sangufneos, que sao determinados por 
antfgenos na superffcie celular. Com frequencia, os ale¬ 
los que codificam esses antfgenos sao polimorficos. Por 
exemplo, o sistema de tipos sangufneos Duffy identifica 
dois antfgenos, cada um deles codificado por um alelo 
diferente de um gene no cromossomo 1. Os dois alelos 
Duffy, denominados Ff e Fy b tem frequencias diferentes 
em populagoes diferentes (TabeLa 24.1). Na Inglaterra, 



Caramujo-de-listra-marrom (L/gt/us fasc/'atus) Caramujode-iistra-amarela 



Esquiio cinza (Sdurus caro/inensis) 



Borboieta-rabo-de-andorinha-amareia {Papiiio glaucus) 



Esquiio albino 



Borboleta-rabo-de-andorinha-preta 


■ FiGURA 24.3 Variagao fenotipica natural em moluscos terrestres, esquilos e borboletas. 
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Tabela 24.1 



Frequencias de alelos do locus do grupo sangumeo 

Duffy em diferentes populagoes humanas. 

Alelo 

Coreia 

Africa do Sul 

Inglaterra 

fy> \ 

0,995 

0,060 

0,421 

Ff 

0,005 

[ 0,940 

0,579 


Fonte: Dados retirados de Cavalli-Sforza, L L. e A, W. F. Edwards, 1967. Phyloge¬ 
netic analysis models and estimation procedures. Evolution 21:550-570. 


tan to Fy a quanto Fy b sao comuns, mas na Coreia, apenas 
Fy a e comum, e no sul da Africa, somente Fy b . Assim, a 
situagao do polimorfismo Duffy varia entre os grupos et¬ 
ui cos human os. 

VARIACAO DA ESTRUTURA 
CROMOSS6MICA 

A variagao fenotfpica pode ser um reflexo da variabili- 
dade genetica subjacente. Existe algum mecanismo para 
detectar a variabilidade por analise do proprio material 
genetico? Os cromossomos politenicos das glandulas sa- 
livares de larvas de Drosophila oferecem aos pesquisado- 
res uma oportunidade impar de pesquisar a variagao da 
estrutura cromossomica. Moscas capturadas na natureza 
podem ser levadas ao laboratorio e cruzadas para produ- 
zir larvas, que sao examinadas a procura de alteragoes no 
padrao de bandeamento de seus cromossomos politeni- 
cos. Durante mais de 25 anos, Theodosius Dobzhansky 
e seus colaboradores fizeram esse tipo de analise em va- 
rias especies de Drosophila nativas das Americas do Norte 
e do SuL Os estudos mais completos empregaram tres 
especies intimamente relacionadas, D. pseudoobscura, D. 
persimilis e D. miranda, encontradas no oeste da America 
do Norte. 

Dobzhansky e seus colaboradores identificaram mui- 
tos arranjos diferentes dos padroes de bandeamento nos 
cromossomos politenicos dessas especies. Cada arranjo 
e constitufdo de uma ou mais inversoes do padrao de 
bandeamento mais comum. Por exemplo, no terceiro 
cromossomo de D. pseudoobscura, eles encontraram 17 
arranjos diferentes em populagoes naturais. O padrao 
de bandeamento Standard, denominado ST, era mais 
frequente em populagoes ao longo do litoral da Califor¬ 
nia e no norte do Mexico; nessas areas, 48 a 58% dos 
terceiros cromossomos da amostra de moscas captura¬ 
das apresentavam o padrao de bandeamento ST. Houve 
predommio de diferentes arranjos em outras areas. Por 
exemplo, o arranjo conhecido como Arrowhead (AR) 
foi encontrado em 88% dos cromossomos das amostras 
do Arizona, Utah e Nevada, e o arranjo conhecido como 
Pike’s Peak (PP) foi encontrado em 71% dos cromosso¬ 
mos das amostras do Texas. Amostras repetidas de po¬ 
pulagoes selecionadas verificaram a modificagao sazonal 
das frequencias dos arranjos. Por exemplo, em Pinon 


Flats, California, a frequencia do arranjo ST diminuiu 
de mais de 50% em margo para cerca de 30% em ju- 
nho. Essa variagao de frequencia foi observada em todos 
os anos de coleta de amostras. Alem disso, Dobzhansky 
e colaboradores observaram variagoes prolongadas nas 
frequencias dos arranjos em algumas populagoes. Em 
Lone Pinho, California, por exemplo, a frequencia do 
arranjo ST aumentou de 21% em 1938 para 65% em 
1963. Esses pesquisadores tambem fizeram experimen- 
tos laboratoriais para medir as habilidades competitivas 
de moscas com diferentes arranjos cromossomicos. Os 
experimentos sugeriram que a selegao balanceadora 
tern papel importante na manutengao desses polimorfis- 
mos cronicos na natureza. 

VARIACAO DA ESTRUTURA 
DAS PROTEINAS 

Em 1966, R. C. Lewontin, J. L. Hubby e H. Harris ini- 
ciaram uma nova era no estudo da variagao genetica em 
populagoes naturais quando aplicaram a tecnica de ele- 
troforese em gel para detectar diferengas de aminoacidos 
nas protefnas. Lewontin e Hubby estudaram a variagao 
de protefnas em Drosophila, e Harris a estudou em seres 
humanos. Sua tecnica mostrou-se tao eficaz que logo foi 
aplicada ao estudo da variagao genetica em todos os tipos 
de organismos, entre eles seres vivos tao diversos quanto 
a estrela-do-mar, a aveia selvagem e a cigarrinha-das-pas- 
tagens. Com essa tecnica, um pesquisador e capaz de dis- 
tinguir diferentes formas de determinada protema por- 
que cada forma se move em uma velocidade especffica 
atraves do gel de eletroforese. Essas formas revelam que 
o gene para essa protema tem diferentes alelos, alguns 
“rapidos” e outros “lentos”. Assim, e possfvel identificar 
os alelos presentes em um indivfduo e, por analise de 
muitos indivfduos, verificar suas frequencias em uma po¬ 
pulagao. 

A eletroforese em gel da protefna ofereceu a primeira 
grande evidencia de variagao genetica em nfvel molecu¬ 
lar. Em muitas especies, um quarto a um tergo dos genes 
codificadores das protefnas soluveis apresentam polimor- 
fismos eletroforeticos e, quando se considera determina- 
do gene polimorfico, cerca de 12 a 15% dos indivfduos 
de uma populagao sao heterozigotos para esse gene. Es¬ 
sas duas estatfsticas — a proporgao de genes polimorficos 
e a proporgao de indivfduos heterozigotos — sao medidas 
simples e convenientes do grau de variabilidade genetica 
em uma populagao. 

VARIAgAO DAS SEQUENCIAS 
NUCLEOTIDICAS 

O sequenciamento de DNA oferece os dados finais 
sobre variagao genetica. E possfvel analisar qualquer 
sequencia — codificadora, genica e nao genica. As pri- 
meiras tentativas de estudar a variagao genetica por se¬ 
quenciamento de DNA empregaram material clonado 
dos genomas de diferentes indivfduos. Em seguida, os 
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Sftios de inicio da transcricao 


Promotor 

adulto 



—Transcrito aduito- - 


P jjfr 


Promotor 
larvar 


5'LTTR 


L 


Exon 1 


" v 

Intron aduito 


j 


— Transcrito larvar- 
codificador codificador 
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Tamanho 
765 pb 

789 pb 
332 pb 
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posicoes 
polimorficas 
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posicoes 

polimorficas (x 10 3 ) 

14 
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18 

22,8 

3 

9,0 

8 

9,3 


Regioes codificadoras 
introns 


Regioes nao traduzidas 
(5 < e3 H UTR)^__ 

Regioes flanqueadoras 


■ FICURA 24.4 A. Estrutura molecular do gene Alcooldesidrogenase (Adh) em Drosophila metanogaster. B. Potimorfismos de sequencia de DNA 
em diferentes regioes do gene Adh. Dados reproduzidos de Kreitman, M. 1983. Nucleotide polymorphism at the alcohol dehydrogenase locus 
of Drosophila metanogaster. Nature 304:412-417. 


clones foram sequenciados e as sequencias, compara- 
das, para identificar diferengas ao longo de seus com- 
primentos. 

Como exemplo desse tipo de analise, considere os re- 
sultados de urn estudo de variabilidade da sequencia no 
gene da alcool desidrogenase, Adh , em Drosophila mela- 
nogaster realizado por Martin Kreitman. Onze genes Adh 
clonados de diferentes populagoes foram sequenciados 
a fim de obter os dados para o estudo. O gene Adh e 
constituido de quatro exons e tres introns. A transcri- 
gao do gene Adh pode ser iniciada por dois promotores, 
um que atua no aduito e outro que atua na larva. O pro¬ 
motor aduito esta na regiao 5' em relagao ao promotor 
larvar. Assim, os transcritos adultos do gene Adh content 
todos os quatro exons e tres introns, enquanto os trans¬ 
critos larvares con tern ape nas os tres ultimos exons e 
os dois ultimos introns. As sequencias codificadoras do 
gene Adh come gam no segundo exon; portanto, todas 
as sequencias codificadoras estao presentes no transcri¬ 
to larvar e tambem no transcrito aduito. Kreitman cata- 
logou as diferengas entre os genes Adh que sequenciou 
(Figura 24.4). Ao todo, 43 posigoes de nucleotidios cram 
polimorficas. A maioria dos polimorfismos estava em re¬ 
gioes nao codificadoras do gene Adh — em introns, ou nas 
regioes 3' e 5' nao traduzidas — e no DNA que flanqueia 
o gene. Alguns polimorfismos tambem foram encontra- 
dos nas sequencias codificadoras do gene; porem, ape¬ 
nas um desses polimorfismos causou a diferenga de um 
aminoacido no polipeptidio Adh. Essa diferenga, uma 


lisina em vez de uma treonina na posigao 192, altera a 
mobilidade da proteina Adh durante a eletroforese em 
gel; o polipeptidio com lisina move-se mais rapido que 
o polipeptidio com treonina. Todas as outras diferengas 
nucleotidicas na sequencia codificadora do gene Adh nao 
influenciaram a sequencia de aminoacidos do polipepti¬ 
dio. Os geneticistas referem-se a elas como polimorfismos 
silenciosos; elas sao resultantes da degeneragao do codigo 
genetico; ou seja, mais de um codon e capaz de especi- 
ficar a incorporagao de um aminoacido especifico a um 
polipeptidio. 

Hoje, a obtengao de dados da sequencia de DNA para 
estudar a variagao genetica natural e bem mais facil do 


que antes. E possivel amplificar determinadas regioes 
do genoma por PCR, e os produtos do DNA resultantes 
podem ser sequenciados por maquinas. Em seguida, po- 
dem-se usar sofisticados programas de computador para 
analisar os dados da sequencia e identificar variagoes en¬ 
tre os individuos. Essa tecnica possibilita que os pesquisa- 
dores avaliem o nivel de variagao em regioes funcional- 
mente diferentes do DNA, por exemplo, em exons em 
comparagao com introns. 

As tecnologias de chip genico (Capitulo 15) sao outro 
recurso para documentar variagoes no DNA. Essas tec¬ 
nologias tornam possivel rastrear o DNA genomico a 
procura de polimorfismos de nucleotidio unico (SNP), 
encontrados a cada 1 a 2 kb. E possivel analisar paralela- 
mente muitas amostras diferentes de DNA genomico, e 
numerosos SNP podem ser detectados em um unico chip. 
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PONTOS ESSENCIAIS 


A variagdo genetica em populates naturals pode ser detectada em ntveis fenotipico, cromosso- 
mico e molecular 


• Estudos cldssicos determinaram a existencia de polimorfismos geneticos para caracteristicas 
fenotipicas visiveis e para tipos sanguineos 

• Os polimorfismos da estrutura cromossomica foram docummtados em varias especies de Dro¬ 
sophila par analise dos padroes de bandeamento de cromossomos politenicos 

• Os polimorfismos da estrutura do polipeptidio foram detectados pela tecnica de eletroforese em 
gel das proteinOrS 

• Os polimorfismos da estrutura do DNA foram detectados par sequenciamento deDNA clonado 
ou amplificado por PGR e pelo uso de chips genicos diagnostics. 


Evolugao molecular 

As sequences de DNA e proteina oferecem infomnagoes 
sobre as relates filogeneticas entre diferentes organis- 
mos e sobre sua historia evolutiva. 

A capacidade de clonar, amplificar, manipular e sequen- 
ciar moleculas de DNA de qualquer tipo de organismo 
teve enorme impacto sobre o estudo da evolugao. Em 
A Origem das Especies, Darwin referiu-se repetidas vezes a 
evolugao como urn processo de “descendencia com mo- 
dificagao”. Ele destacou as caracteristicas de organismos, 
que sao transmitidos de modo mais ou menos fiel para 
os descendentes a cada geragao, mas que tambem sao 
modificados a medida que os organismos se adaptam as 
variagoes das condigoes ambientais. Hoje, sabendo que a 
hereditariedade depende da sequencia de nucleotidios 
no DNA, compreendemos a base molecular do concei- 
to de Darwin. As moleculas de DNA sao transmitidas de 
pais para filhos geragao apos geragao. Entre tan to, esse 
processo de transmissao genetica nao e perfeito. Quan- 
do ocorrem mutagoes, as moleculas de DNA modificadas 
sao transmitidas para a prole. Durante longos periodos, 
as mutagoes acumulam-se e a sequencia de DNA e mo 
dificada; os segmentos de moleculas de DNA tambem 
podem ser duplicados ou rearranjados. Esse processo de 
evolugao molecular tem de estar na base da evolugao de 
organismos sobre a qual Darwin escreveu. 

MOLECULAS COMO “DOCUMENTOS DA 
HISTORIA EVOLUTIVA" 

Um grupo de dados que levou Darwin a propor que as 
especies evoluem originou-se do estudo de rochas no 
solo. Na epoca de Darwin, os fosseis — restos mineraliza- 
dos de animais e vegetais mortos ha muito tempo — eram 
coletados com entusiasmo. Essas rochas diferentes eram 
curiosidades exibidas nos saloes vitorianos, mas tambem 
eram evidencias de organismos que haviam um dia habi- 
tado a Terra. A partir do estudo detalhado dos fosseis, os 
naturalistas eram capazes de reconstruir, ao menos grosso 


modo, a aparencia e o possivel comportamento desses or¬ 
ganismos an tig os. As comparagoes entre organismos vi¬ 
vos e os restos fossilizados de organismos extintos estimu- 
laram especulagoes sobre a origem das especies. Assim, 
com a visao adquirida a partir do estudo dos fosseis, os 
naturalistas comegaram a pensar sobre a vida em termos 
historicos. 

As moleculas de DNA, como os fosseis, contem infor- 
magoes sobre a historia da vida. As moleculas de DNA 
nos seres vivos atuais sao derivadas de seus ancestrais - 
pais, avos, e assim por diante — voltando no tempo ate 
os primeiros organismos. Cada molecula de DNA e o 
resultado final de um longo processo historico de muta- 
gao, recombinagao, selegao e deriva genetica. Em termos 
metaforicos, a sequencia de nucleotidios em uma mole¬ 
cula de DNA e a versao atual de um texto antigo que, ao 
ser copiado geragao apos geragao, passou por processos 
de modificagao (mutagao), corte e colagem (recombina¬ 
gao), preservagao por seu valor (selegao) e disseminagao 
aleatoria (deriva). Nas palavras de Emile Zuckerkandl, 
um dos pioneiros no estudo da evolugao molecular: as 
moleculas de DNA sao “documentos da historia evolu¬ 
tiva”. 

Assim tambem sao as moleculas de protemas. Os poli- 
peptidios sao codificados por genes, que sao segmentos 
de moleculas de DNA. A medida que os genes evoluem, 
tambem evoluem as protemas que eles codificam. Por- 
tanto, os geneticistas podem investigar a evolugao em m- 
vel molecular pelo estudo das sequencias nucleotfdicas 
no DNA ou das sequencias de aminoacidos nas protemas. 

A analise das sequencias de DNA e proteina tem va- 
rias vantagens em relagao aos metodos mais tradicionais 
de estudo da evolugao com base em anatomia, fisiologia 
e embriologia comparativas. Primeira, as sequencias de 
DNA e proteina seguem regras simples de hereditarieda¬ 
de. Ja as caracteristicas anatomicas, fisiologicas e embrio- 
logicas estao sujeitas a todas as vicissitudes da hereditarie¬ 
dade complexa (Capitulo 22). Segunda, e facil obter os 
dados da sequencia molecular, que tambem sao sensiveis 
a analises quantitativas formuladas no contexto da teoria 
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da genetica evolutiva. Em geral, a interpretagao dessas 
analises e muito mais direta que a interpretagao de anali- 
ses com base em dados morfologicos. Terceira, os dados 
da sequencia molecular possibilitam que pesquisadores 
investiguem relagoes evolutivas entre organismos com 
fenotipos muito diferentes. Por exemplo, as sequencias 
de DNA e pro tenia de bacterias, leveduras, protozoarios 
e seres humanos podem ser comparadas para estudar as 
relagoes evolutivas entre eles. 

Um problema do enfoque molecular da evolugao e 
que os pesquisadores geralmente nao conseguem obter 
dados sob re as sequencias de DNA ou protemas de or¬ 
ganismos extintos. Em alguns casos excepcionais, esses 
dados foram obtidos de fosseis. Em nenhum desses ca¬ 
sos, porem, a amostra fossilizada tinha mais de algumas 
dezenas de milhares de an os. Portanto, os organismos 
verdadeiramente antigos estao f ora do alcance de qual- 
quer investigagao molecular. Outro problema e que nem 
sempre e claro o modo como os dados sobre a sequencia 
molecular respondem as questoes sobre evolugao em nf- 
vel fenotfpico. 


FILOGENIAS MOLECULARES 

As relagoes evolutivas entre os organismos sao resumidas 
em diagramas denominados arvores filogeneticas, ou sim- 
plesmente filogenias. Essas arvores podem mostrar apenas 
as relagoes entre os organismos ou podem superpor as 
relagoes a uma linha cronologica para indicar como ocor- 
reu a evolugao de cada organismo. Uma filogenia que so 
mostra as relagoes e uma arvore sem raiz, enquanto a que 
mostra sua derivagao e uma arvore com raiz (Figura 24.5). 
Nos dois tipos de arvore, as linhagens bifurcam-se em ra- 
mos. Os ramos nas extremidades da arvore - denomina¬ 
dos ramos terminals — levam aos organismos em estudo. 
Cada bifurcagao da arvore representa um ancestral co¬ 
mum dos organismos mais externos. 

Em analises moleculares das relagoes evolutivas, os or¬ 
ganismos sao represen tad os por DNA ou protemas. Algu¬ 
mas analises sao baseadas em um unico gene ou produto 
genico. Outras analises combinam dados obtidos por se- 
quenciamento de diferentes genes ou produtos genicos. 

V. 

As vezes, as analises usam sequencias de DNA nao genico 
para identificar as relagoes entre os organismos. 

Os descendentes de uma sequencia de DNA ou protef- 
na ancestral sao ditos homologos, mesmo que tenham diver- 
gido significativamente do ancestral e sejam diferentes um 
do outro. Duas sequencias semelhantes, ainda que deriva- 
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XX 

A 

A. Arvore sem raiz B. Arvore com raiz 

■ FSGURA 24.5 Diferenga entre arvores filogeneticas sem raiz (A) e 
com raiz (B). 
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das de sequencias ancestrais totalmente diferentes sao di- 
tas anafogas. A construgao de arvores filogeneticas sempre 
deve ser baseada na analise de sequencias homologas. 

Atualmente existem muitos metodos para construir 
arvores filogeneticas a partir dos dados das sequencias 
de DNA ou protefna. Em geral, esses metodos tern qua- 
tro caracterfsticas em comum: (1) alinhamento das se¬ 
quencias para possibilitar comparagoes entre elas; (2) 
identificagao do grau de semelhanga (ou diferenga) en¬ 
tre duas sequencias; (3) agrupamento das sequencias na 
base da semelhanga e (4) posicionamento das sequencias 
nas extremidades de uma arvore. 

A Figura 24.6 mostra arvores construidas por compa- 
ragao das sequencias de DNA mitocondrial de um ser 
humano, um chimpanze, um gorila, um orangotango e 
um gibao. O DNA mitocondrial (mtDNA) de cada pri- 
mata hominoide e uma molecula circular que contem 
cerca de 16.600 pares de bases. Um segmento de 896 pa¬ 
res de bases foi clonado a partir de cada tipo de DNA 
mitocondrial e sequenciado. Em seguida, as sequencias 
resultantes foram comparadas para determinar o grau 
de semelhanga (e diferenga). Ao todo, encontraram-se 
diferengas de sequencias em 283 das 896 posigoes nu- 
cleotfdicas analisadas. As arvores apresentadas na Figu¬ 
ra 24.6 foram construidas por minimizagao do numero 
de eventos mutacionais necessarios para explicar como 
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■ ! ICURA 24.6 Arvores filogeneticas de primatas hominoides 
construidas a partir da analise de uma sequencia de 896 pares de 
bases de DNA mitocondrial. 
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as diferentes sequencias de mtDNA foram derivadas de 
um ancestral comum. Esse criterio para construgao da 
arvore e denominado prindpio da pardmonia. O mimero 
de eventos mutacionais necessarios para a arvore A foi 
de 145, para a arvore B foi de 147 e para a arvore C foi 
de 148. Todas as outras possiveis arvores necessitavam de 
pelo menos varios outros eventos mutacionais. Assim, o 
principio da parcimonia produz ti es arvores filogeneticas 
que explicam plausivelmente as relacoes evolutivas entre 
os primatas hominoides. A partir dessas arvores, consta- 
tamos que a relagao dos giboes e orangotangos com os 
seres humanos e menos clara que a relagao dos chimpan¬ 
zes e gorilas com os seres humanos; porem, nao podemos 
discernir de imediato a relacao entre seres humanos, 
chimpanzes e gorilas. As arvores A, B e C representam as 
tres possibilidades. Uma analise mais sofisticada dos da¬ 


dos com o emprego de tecnicas estatfsticas para estimar 
os comprimentos de cada ramo favorece a arvore B. Essa 
arv ore tambem e apoiada pela analise de outros tipos de 
sequencias de DNA. Assim, os seres humanos estao mais 
proximos dos chimpanzes que dos gorilas, estao menos 
proximos ainda dos orangotangos e estao mais distantes 
dos giboes. Para aplicar o procedimento de cons true ao 
de arvore as sequencias de mtDNA de diferentes indivf- 
duos de determinado grupo etnico humano, acompanhe 
o Problema resolvido: Uso do DNA mitoconclrial para 
identificar uma filogenia. 


TAXAS DE EVOLUCAO MOLECULAR 

As arvores filogeneticas moleculares mostram as rela- 
goes evolutivas entre as sequencias de DNA ou protefna. 



LEMA RESOLVIDO 


Uso do DNA mitocondrial para identificar uma filogenia 





PROBLEMA 


anAlise e sowgAo 


Derbeneva etal. (2002, Am. j. Hum. Genet. 71:415-421) sequencia- 
ram o DNA mitocondrial (mtDNA) obtido de uma amostra de 30 
aleutes das llhas Commander, as ilhas no extremo oeste do arquipe- 
lago das Aleutas. Identificaram nove tipos de mtDNA, cada um desig- 
nado por um algarismo romano. Cada item na tabela a seguir indica 
a posigao de um nucleotidio diferente do nucleotidio encontrado no 
tipo VIII, que foi usado como padrao. Essas diferengas sao regulates 
nos varios tipos, isto e, o nucleotidio diferente na posigao 9667 no 
tipo I e igual ao nucleotidio diferente na posigao 9667 no tipo II. A 
partir desses dados, construa um diagrama que mostre as relagoes 
filogeneticas entre os diferentes tipos de mtDNA dos aleutes. 

Posigoes nudeotidicas 


Tipo Numero na amostra diferentes do tipo VIII 


1 

13 

8910, 9667 

II 

4 

6554, 8639,8910, 9667, 
16311 

III 

3 

8910, 9667, 16519 

IV 

3 

8910, 9667, 11062 

V 

1 

8460, 8910, 9667 

VI 

1 

5081,8910, 9667 

VII 

1 

8910, 9667, 10695, 11113 

VIII 

3 

Padrao 

IX 

1 

16092 


FATOS E CONCEITOS 

1. O mtDNA humano e uma molecula circular constituida de 
aproximadamente 16.570 pares de nucieotldios (Capltulo 15). 

2. Ao comparar duas sequencias de mtDNA, cada diferenga de um 
par de bases representa uma mutagao. 

3. Arvores filogeneticas sao construsdas por aproximagao das 
sequencias de DNA mais semelhantes e minimizagao do nume¬ 
ro de mutagoes necessarias para explicar as diferengas entre 
todas as sequencias de DNA. 


O tipo padrao de mtDNA dos aleutes difere do tipo IX em uma 
posigao nucleotfdica (16092). E diferente de todos os outros tipos 
em duas ou mais posigoes nudeotidicas - posigoes 8910 e 9667 
no tipo I, e essas duas posigoes e no minimo mais uma posigao 
em todos os demais tipos. Portanto, o tipo padrao esta a uma 
mutagao de distancia do tipo IX, e a duas mutagoes de distancia 
do tipo I, mas em outra diregao. Todos os outros tipos estao a uma 
ou mais mutagoes de distancia do tipo !. Nos podemos resumir as 
relagoes entre os tipos em um diagrama filogenetico, que, entre- 
tanto, nao informa qual mtDNA e ancestral dos outros - ou seja, 
e uma arvore sem raiz: 
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Numero de aminoacidos diferentes nas a-globinas de vertebrados representatives. 



Camundongo 
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Tritao 

Carpa 

Tubarao 

Ser humano 

6 

35 

62 

68 

79 

Camundongo 


39 

63 

68 

79 

Galinha 



63 

72 

83 

Tritao 




74 

84 

Carpa 





85 


Se associarmos os pontos de ramificagao de uma arvo- 
re a momentos especfficos na historia evolutiva das se¬ 
quencias, podemos determinar a tax a de evolugao das 
sequencias. Como exemplo desse tipo de analise, consi- 
dere a a-globina, que e um dos dois tipos de polipeptfdio 
encontrado na protefna do sangue hemoglobina. O po¬ 
lipeptfdio a-globina tem 141 aminoacidos. Nos podemos 
comparar a sequencia da a-globina de um organism o 
com a sequencia da a-globina de outro organismo e con- 
tar o numero de aminoacidos diferentes entre as duas 
sequencias. A Tabela 24.2 apresenta essas diferengas. As di- 
ferengas entre as a-globinas de seres humanos e camun- 
dongos sao as menores (16); as diferengas entre carpas e 
tubaroes sao as maiores (85). 

O registro de fosseis oferece informagoes sobre even- 
tos fundamentais na historia evolutiva dos seis tipos de 
organism os inclufdos na Tabela 24.2. Por exemplo, as 
linhas evolutivas que deram origem aos seres humanos 
e aos camundongos divergiram ha cerca de 80 milhoes 
de anos, no final da Era Mesozoica, e as linhas que de¬ 
ram origem as carpas e aos tubaroes divergiram ha, no 
mfnimo, 440 milhoes de anos, no final do Perfodo Or- 
doviciano da Era Paleozoica. A Figura 24.7 mostra esses 
e outros pontos de ramificagao na historia evolutiva dos 
seis organismos diferentes. 

A arvore na Figura 24.7 foi construfda a partir de dados 
do registro de fosseis. No entanto, sua estrutura e com- 
pativel com os dados moleculares apresentados na Tabe¬ 
la 24.2. Seres humanos e camundongos apresentam a me* 
nor diferenga de aminoacidos na a-globina, e estao mais 
proximos - isto e, separados pelo menor tempo evolutivo 
— na Figura 24.7. A a-globina de galinha e a seguinte mais 
proxima das a-globinas dos dois mamfferos, seguida pelas 
do tritao, da carpa e do tubarao. Pode-se usar o grau de 
diferenga entre as sequencias de aminoacidos desses seis 
organismos para estimar a taxa de evolugao da a-globina. 

Para obter essa taxa, primeiro e preciso determinar o 
numero medio de modificagoes de aminoacidos ocorri- 
das desde a separagao de duas linhagens a partir de um 
ancestral comum. Podemos comegar com os dois orga¬ 
nismos mais proximos, seres humanos e camundongos, 
que diferem em 16 dos 141 sftios de aminoacidos na 
a-globina. Portanto, a proporgao de sftios diferentes na 
a-globina dessas duas especies e de 16/141 = 0,11, o que 
tambem podemos interpretar como o numero medio de 
diferengas por sftio de aminoacido. Agora consideremos 


dois organismos muito distantes, seres humanos e car¬ 
pas. A a-globina desses dois organismos difere em 68 dos 
141 sftios de aminoacidos; portanto, a proporgao de sftios 
diferentes e 68/141 - 0,48 — ou seja, quase metade dos 
sftios modificaram-se durante a evolugao das linhagens 
que produziram essas duas especies. Com essa alta fre- 
quencia de sftios modificados, poderfamos esperar que 
alguns dos sftios tivessem se modificado varias vezes. Por¬ 
tanto, a proporgao observada de sftios diferentes, 0,48, 
subestima o numero medio de modificagoes ocorridas 
durante o longo perfodo desde a separagao das linhagens 
de seres humanos e carpas. Felizmente, podemos ajustar 
a proporgao observada para cima para re presen tar as 
multiplas substituigoes de aminoacidos em determinados 
sftios. Esse ajuste usa um procedimento estatfstico deno- 
minado corregdo de Poisson, explicado no Apendice E: Ta- 
xas evolutivas. A Tabela 24.3 apresenta as diferengas em 
cada par de organismos, corrigidas pelo modelo de Pois¬ 
son. Cada valor estima o numero medio de modificagoes 
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■ FIGURA 24.7 Fitogenia de vertebrados representatives construfda a 
partir do registro de fosseis. 



















































































652 Fundamentos de Genetica 


ocorridas por sftio de aminoacido na a-globina durante 
o perfodo decorrido desde que as linhagens em evolugao 
se separaram de um ancestral comum. Observe que nas 
linhagens dos seres humanos e das carpas, o numero me¬ 
dio de modificagoes por sftio de aminoacido e de 0,66, o 
que corresponde a quase 1,4 vez a proporgao observada 
de diferengas de aminoacido entre as a-globinas de seres 
humanos e carpas. 

Com o numero medio de substituigoes por sftio de 
aminoacido para cada par de organismos, agora podemos 
calcular a taxa de evolugao da a-globina. Essa taxa e o nu¬ 
mero medio de substituigoes por sftio de aminoacido di- 
vidido pelo tempo total de evolugao das duas linhagens. 
Por exentplo, as linhagens que produziram seres humanos 
e camundongos separaram-se de um ancestral comum ha 
80 milhoes de anos. Portanto, o tempo total de evolugao 
dessas linhagens e de 2 X 80 milhoes de anos = 160 mi- 
Ihdes de anos. Se dividirmos o numero medio de substitui¬ 
goes de aminoacido por sftio por esse tempo, estimamos a 
taxa evolutiva da a-globina nas linhagens de ser humano 
e camundongo. Usando o numero medio de substituigoes 
de aminoacidos por sftio corrigido pelo modelo de Pois¬ 
son, mostrado na Tabela 24.3, constatamos que o numero 
medio de substituigoes de aminoacidos por sftio ao lon- 
go de todo o tempo evolutivo e de 0,12 por sftio/160 mi¬ 
lhoes de anos = 0,74 X 10 -9 substituigoes de aminoacidos 
por sfdo/ano. A partir dessa taxa e de todas as outras ta- 
xas apresentadas na Tabela 24.3, vemos que a a-globina 
vein evoluindo em pouco menos de uma substituigao de 
aminoacido por sftio a cada bilhao de anos. 

RELOGIO MOLECULAR 

Os valores calculados para cada par de organismos na Ta¬ 
bela 24.3 significant que a taxa de evolugao da a-globina 
foi mais ou menos igual em todas as linhagens evolutivas 
analisadas. Essa aparente constancia da taxa lambent foi 
observada com outras protefnas. Para os biologos evo- 


lutivos, isso sugere que as substituigoes de aminoacidos 
ocorrem como se determinadas por um relogio. Assim, 
as vezes eles falam metaforicamente do processo evoluti¬ 
vo como se seguisse um relogio molecular. Amplas analises 
indicaram que, na verdade, a taxa de evolugao molecu¬ 
lar varia um pouco entre diferentes linhagens. A Tabe¬ 
la 24.3 mostra uma pista dessa variagao dos dados, ja que 
a taxa de evolugao calculada nas linhagens de mamfferos 
e um pouco meiior que as taxas nas outras linhagens. 
Portanto, e provavel que nao haja um relogio molecular 
universal que siga o mesmo horario em todas as linha¬ 
gens em evolugao. Em alguntas linhagens, porem, pode 
haver relogios locais - isto e, nelas a taxa de variagao mo¬ 
lecular evolutiva e quase constante. 

Os calculos baseados na prentissa de um relogio mo¬ 
lecular podem ser muito titeis para estimar o momento, 
no tempo historico, de divergencia das linhagens a partir 
de um ancestral comum. Esse metodo foi usado para de- 
terminar a data de acontecimentos na evolugao de nossa 
propria especie, que tern poucas evidencias fosseis. Por 
exentplo, estima-se que as linhas que deram origent aos 
seres humanos e chimpanzes tenham divergido entre 5 e 
6 milhoes de anos. Veja uma aplicagao desse tipo de anali- 
se em Resolva!: Calculo do tempo de divergencia. 



Calculo do tempo de divergencia 


O numero medio de diferengas de aminoacidos por sftio corrigi¬ 
do pelo modelo de Poisson nas tx-globinas de seres humanos e 
camundongos e de 0,12; em seres humanos e cangurus e de 0,20. 
As linhagens dos seres humanos e camundongos divergiram de 
um ancestral comum ha cerca de 80 milhoes de anos. Ha quanto 
tempo divergiram as linhagens humana e de cangurus? 

► Lei a a resposta do problema no site 
http://gen-io.grupogen. com. br. 


Tabela 24.3 


Numero medio de diferengas de aminoacidos por sltio corrigido pelo modelo de Poisson nas a-globinas de 
vertebrados representatives e taxas evolutivas associadas.* 
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0,12 

0,28 

0,58 

0/66 
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0,74 

0,84 
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0,82 

0,93 
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0,33 

0,59 

0,66 

0,82 



0,95 

0,85 

0,82 

0,93 
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0,59 

0,72 

0,89 




0,85 

0,89 

1,01 | 
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0,74 

0,91 





0,93 

1,03 

Carp a 





0,92 






1,05 


a 0 numero em cima e o numero medio de diferengas de aminoacidos entre as a-globinas dos dois organismos. O numero embaixo e a taxa anuat de substitute 
de aminoacidos por sftio durante a evolugao das a-globinas nas linhagens que produziram esses organismos (X 10 y anos). 
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VARIACAO NA EVOLUCAO DAS 
SEQUENCIAS DE PROTEINAS 

O polipeptldio a-globina parece estar evoluindo a uma 
tax a um pouco menor que uma substituigao de aminoa- 
cido a cada bilhao de anos. A taxa de evolugao de ou- 
tras protelnas e igual? Analises extensas mostraram que a 
taxa de evolugao de algumas protemas e igual, mas que 
de outras e maior ou menor. As taxas observadas de evo¬ 
lugao das sequencias de aminoacidos van am em tres or- 
dens de magnitude. Nos extremos, a taxa de evolugao do 
fibrinopeptldio, derivado de uma protelna participante 
da coagulagao sanguinea, e maior que 8 substituigoes de 
aminoacidos por sitio a cada bilhao de anos, enquanto a 
das histonas, que interagem intimamente com o DNA, 
e de apenas 0,01 substituigao de aminoacido por sitio 
a cada bilhao de anos. Tambem e posslvel observar va¬ 
riagao nas taxas evolutivas de alguns polipeptldios. Por 
exemplo, a taxa de substituigao de aminoacidos na su- 
periicie da a-globina e de aproximadamente 1,3 substi¬ 
tuigao por sitio a cada bilhao de anos, enquanto a taxa de 
substituigao de aminoacidos no interior da molecula e de 
apenas 0,17 substituigao por sitio a cada bilhao de anos. 

A pre-proinsulina, precursora do hormonio peptldico 
insulina, e outro exemplo de variagao intramolecular da 
taxa evolutiva. Esse polipeptldio tern quatro segmentos. 
O primeiro segmento e um peptldio sinalizador, o segun- 
do e o quarto segmentos formam a molecula de insulina 
ativa, e o terceiro segmento e uma ponte peptldica que 
inicialmente une os dois segmentos ativos. Quando ha 
formagao de insulina ativa, esse segmento-ponte e dele- 
tado e os dois segmentos ativos sao unidos por ligagao 
covalente por pontes dissulfeto. Os segmentos sinaliza¬ 
dor e ponte evoluem a uma taxa um pouco maior que 
uma substituigao de aminoacido por sitio a cada bilhao 
de anos; porem, os dois segmentos ativos evoluem a uma 
taxa de apenas 0,2 substituigao por sitio a cada bilhao de 
anos. Assim, no polipeptldio pre-proinsulina, ha variagao 
relevante da taxa evolutiva. 

O que poderia explicar a variagao observada das ta¬ 
xas evolutivas? A hipotese dos geneticistas e de que, nas 
protelnas com evolugao mais rapida, a sequencia exata 
de aminoacidos nao e tao importante quanto nas protel¬ 
nas de evolugao mais lenta. Eles especulam que em al¬ 
gumas protelnas as substituigoes de aminoacidos podem 
ocorrer com relativa impunidade, enquanto, em outras, 
ha rigorosa selegao contraria. De acordo com essa visao, 
a taxa de evolugao depende do grau com que a sequencia 
de aminoacidos de uma protelna e restringida pela sele¬ 
gao para preservar a fungao da protelna. As protelnas de 
evolugao lenta sao mais restringidas que as protelnas de 
evolugao rapida. Portanto, a variagao das taxas evolutivas 
e explicada pelo grau de restrig&o funcional da sequencia 
de aminoacidos. A ideia tambem se aplica a partes de 
protelnas. Por exemplo, espera-se que a selegao restrinja 
com mais rigor os aminoacidos especlficos situados nos 
sltios ativos das enzimas ou perto deles que os aminoa¬ 
cidos que so ocupam espago, como aqueles no segmen¬ 


to-ponte da pre-proinsulina, que e descartado durante a 
formagao da molecula ativa de insulina. Assim, protelnas, 
ou partes de protelnas, com maior importancia funcional 
evoluem mais devagar que aquelas com menor importan¬ 
cia funcional. 

VARIACAO NA EVOLUCAO DAS 
SEQUENCIAS DE DNA 

A variagao na taxa evolutiva tambem e observada quan¬ 
do se examinam as sequencias de DNA. As sequencias 
de DNA em pseudogenes - genes duplicados que nao 
codificam produtos funcionais porque sofreram uma ou 
mais lesoes como mutagoes por mudanga da matriz de 
leitura ou sem sentido - tern as taxas evolutivas mais al- 
tas. Por exemplo, a taxa evolutiva do pseudogene i|/al da 
a-globina e de 5,1 substituigoes de nucleotldios por sitio 
a cada bilhao de anos. Por outro lado, nucleotldios na 
primeira ou segunda posigao de codons em um gene de 
a-globina funcional evoluem a uma taxa de 0,7 substitui¬ 
gao de nucleotldio por sitio a cada bilhao de anos. Essa 
diferenga de sete vezes da taxa evolutiva pode ser explica¬ 
da pelo conceito de restrigao funcional. Os nucleotldios 
de um pseudogene nao sao restringidos por selegao por¬ 
que a fungao do pseudogene ja foi destrulda. Entretanto, 
os nucleotldios na primeira e na segunda posigao de um 
codon de um gene funcional sao restringidos porque sua 
substituigao quase sempre modifica o aminoacido especi- 
ficado por esse codon. Algumas dessas substituigoes sao 
conservadoras no sentido de que o novo aminoacido e 
semelhante, do ponto de vista estrutural e funcional, ao 
aminoacido original. Por exemplo, se o primeiro nucleo¬ 
tldio no codon CTT for substituldo por A, o aminoacido 
especificado por esse codon passara de leucina para 
isoleucina. Esses dois aminoacidos tern propriedades 
semelhantes. No entanto, outras substituigoes nesse co¬ 
don podem causar uma alteragao nao conservadora da 
sequencia de aminoacidos. Por exemplo, se CTT passar 
a TTT, o aminoacido especificado pelo codon passara de 
leucina para fenilalanina, cujas propriedades qulmicas 
sao muito diferentes. 

Os nucleotldios na terceira posigao de codons em ge¬ 
nes funcionais sao um caso especial e interessante. Esses 
nucleotldios evoluem muito mais rapido que os nucleotl¬ 
dios na primeira ou segunda posigao. A razao dessa evo¬ 
lugao mais rapida e a degeneragao do codigo genetico. 
Muitos aminoacidos sao especificados por mais de um co¬ 
don. Por exemplo, a prolina e especificada por quatro co¬ 
dons: CCT, CCC, CCA e CCG. Desde que os dois primei- 
ros nucleotldios de um codon sejam C, a terceira posigao 
pode ser ocupada por qualquer nucleotldio que o codon 
especificara a prolina — a terceira posigao nucleotldica e 
degenerada quatro vezes. Portanto, a substituigao do ulti¬ 
mo nucleotldio em um codon de prolina - por exemplo, 
a substituigao de T em CCT por C para criar um codon 
CCC — nao deve ter consequencias para a estrutura e a 
fungao do polipeptldio codificado por um gene. Mas a 
substituigao do primeiro ou segundo nucleotldio de CCT 
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por qualquer outro modifica o aminoacido especificado 
pelo codon. Assim, as duas primeiras posigoes no codon 
CCT sao mais restritas que a terceira posigao. 

Cerca de metade dos codons sao degenerados quatro 
vezes na terceira posigao nucleotfdica. A maioria dos ou- 
tros codons e degenerada duas vezes nessa posigao, isto 
e, qualquer um dos dois nucleotidios na terceira posigao 
especifica o mesmo aminoacido. Esse alto mvel de dege- 
neragao e responsavel pela aceleragao da taxa evolutiva 
dos nucleotidios da terceira posigao. 

A substituigao de nucleotfdio que nao modifica o 
aminoacido especificado por um codon e denominada 
substituigao sinonima. A substituigao de nucleotidio que 
modifica o aminoacido especificado por um codon e 
denominada substituigao nao sinonima. Um conjunto de 
dados sobre sequencias de DNA mostrou que as substitui¬ 
goes sinonimas sao mais frequentes que as nao sinonimas 
nas linhagens em evolugao. 

Tambem observamos variagao das taxas evolutivas de 
nucleotidios nas porgoes nao codificadoras dos genes 
(Figura 24.8). Os nucleotidios nos mtrons evoluem com 
mais rapidez que os nucleotidios nas regioes nao traduzi- 
das 5' e 3'. As diferentes taxas evolutivas observadas com 
esses tipos de sequencias nao codificadoras provavelmente 
refletem a variagao das restrigoes funcionais sobre elas. Em 
geral, esses tipos de sequencias nao evoluem tao rapida- 
mente quanto os pseudogenes, nem tao devagar quanto os 
nucleotidios na primeira ou segunda posigao dos codons. 
Em vez disso, as taxas de evolugao sao intermediarias. 

TEORIA NEUTRA DA 
EVOLUCAO MOLECULAR 

Os geneticistas evolutivos desenvolveram uma teoria — 
denominada Teoria Neutra - para explicar a evolugao do 
DNA e das sequencias de protemas. Ela se concentra em 
tres processos: mutagao, selegao purificadora e deriva ge¬ 
netica aleatoria. 


A mutagao esta na raiz de todas as substituigoes de 
nucleotidios e aminoacidos ocorridas durante a evo¬ 
lugao. Sem mutagao, as moleculas de DNA e protemas 
nao poderiam evoluir. As taxas de mutagao determinadas 
experimentalmente sao da ordem de 10“ 9 a 19~ 8 eventos 
por nucleotidio a cada geragao. Essas taxas refletem os 
efeitos dos erros de polimerase e de lesoes quimicas do 
DNA. Sem duvida, seriam maiores se as celulas nao fos- 
sem dotadas de diversos mecanismos para evitar erros de 
replicagao e reparar o DNA lesado. 

Algumas das mutagoes espontaneas melhoram a ap- 
tidao dos organismos - ou seja, sao mutagoes beneficas 
que poderiam, com o tempo, disseminar-se em uma po- 
pulagao e se tornar fixas. Outras mutagoes diminuem a 
aptidao e sao eliminadas de uma populagao pela forga da 
selegao purificadora. Como cada gene j a e o resultado final 
de um longo processo evolutive, e improvavel que muitas 
novas mutagoes melhorem a fungao de um gene. Mui¬ 
tas mutagoes, como as alteragoes aleatorias em parte de 
um mecanismo complexo, tendem a comprometer a fun¬ 
gao. Entretanto, algumas mutagoes podem ter pouco ou 
nenhum efeito sobre a aptidao. Os geneticistas afirmam 
que essas mutagoes sao seletivamente neutras. Nos poderia- 
mos facilmente imaginar que as substituigoes sinonimas 
de nucleotidios na terceira posigao de codons fossem se¬ 
letivamente neutras, como qualquer tipo de substituigao 
de nucleotidio de um pseudogene, que ja foi comprome- 
tido por mutagao previa. As substituigoes conservadoras 
de aminoacidos nas protemas tambem poderiam ser se¬ 
letivamente neutras. 

O destino de uma mutagao seletivamente neutra de- 
pende por completo da deriva genetica aleatoria. A maioria 
das mutagoes seletivamente neutras e perdida pela popu¬ 
lagao logo depois de seu surgimento. Uma parcela muito 
pequena delas sob revive por algumas geragoes, e uma 
fragao ainda menor e disseminada na populagao e tor- 
na-se fixa. Quando a evolugao ocorre por deriva genetica 
aleatoria, a frequencia de fixagao e a taxa de mutagao dos 
genes em alelos seletivamente neutros. O texto Resolva! 
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■ FIGURA 24 8 Variagao das taxas evolutivas entre diferentes partes de genes. 
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Resolva! 


Evolugao por muta^ao e deriva genetica 

Suponha que a taxa de ocorrencia de novas mutagoes neutras de 
um gene em uma populagao seja u e que o tamanho da popula¬ 
gao ,N, seja constante ao longo do tempo, Formule um argumen- 
to para mostrar que a taxa de fixagao das mutagoes neutras por 
deriva genetica aleatoria e apenas u, a taxa de mutagao. 

► Leia a resposta doprohlema no site 
http://gen-io. grupogen. com.br. 


Evolugao por mutagao e deriva genetica desafia o leitor 
a construir um argumento que justifique essa afirmagao. 

Na Teoria Neutra, a taxa de evolugao nao depen de 
do tamanho da populagao, da eficiencia da selegao nem 
de peculiaridades do sistema de cruzamento, Depende 
apenas da taxa de mutagao neutra, que deve ser mais on 
menos constante em diferentes linhagens ao longo do 
tempo. Assim, a Teoria Neutra explica por que as substi¬ 
tuigoes de aminoacidos e nucleotidios parecem ser con- 
troladas por um relogio. 

A Teoria Neutra, porem, nao requer que a taxa evolu- 
tiva de todas as sequencias de polipeptfdios e DNA sejam 
iguais. Em algumas posigoes de uma sequencia, todas ou 
quase todas as mutagoes serao seletivamente neutras - 
por exemplo, os nucleotidios em um pseudogene ou na 
terceira posigao de um codon quatro vezes degenerado. 
Em outras posigoes, uma parcela menor das mutagoes 
sera seletivamente neutra, e em algumas posigoes qua¬ 
se nenhuma mutagao sera seletivamente neutra. Assim, 
a Teoria Neutra explica a variagao das taxas evolutivas 
observada entre regioes de protefnas e DNA pelas dife- 
rengas de restrigoes funcionais. As taxas mais altas sao 
observadas em moleculas ou em partes de moleculas que 
nao sao restringidas por selegao para preservar uma fun- 
gao - isto e, em moleculas nas quats as mutagoes deter- 
minam pouco ou nenhum efeito sobre a fungao. As taxas 
evolutivas mais baixas sao observadas nas moleculas que 
sofrem maior pressao de selegao. 

A Teoria Neutra teve enorme impacto sobre o estudo 
da evolugao em nivel molecular. 


EVOLU^AO MOLECULAR E 
EVOLUGAO FENOTIPICA 

Por definigao, a Teoria Neutra nao da informagoes sobre 
a evolugao de caracteristicas adaptativas. O pescogo lon¬ 
go da girafa, a tromba do elefante e a corcova do camelo 
sao adaptagoes que promovem a aptidao. Assim tambem 
e o encefalo grande e altamente convoluto de um ser 
humano. Darwin enfatizou que adaptagoes como essas 
evoluem porque sao favorecidas pela selegao natural. 
No sentido darwiniano classico, entao, a evolugao impli¬ 
ca selegao positiva de alguma caracteristica, nao apenas 
selegao negativa contra mutantes prejudiciais ou, como 
supoe a Teoria Neutra, ausencia total de selegao. Alem 
disso, Darwin reconheceu uma conexao entre a evolu- 
gao das adaptagoes e a diversificagao de organismos. A 
medida que se adaptam ao que Darwin denominou “con- 
digoes de vida”, os organismos tornam-se diferentes tins 
dos outros. As alLeragoes fenotipicas ocorridas durante 
esse processo produzem novas variedades e, por fim, no¬ 
vas especies. 

A evolugao das adaptagoes e a diversificagao de orga¬ 
nismos sao, em ultima analise, causadas por modifica- 
goes moleculares. Entretanto, a modificagao molecular 
nao e uma garantia de evolugao fenotipica. Crocodilos, 
tubaroes e h'mulos (Figura 24.9) acumularam substituigoes 
de aminoacidos e nucleotidios em taxas semelhantes a 
grupos altamente diversificados de animais, como aves, 
mamiferos e insetos. Todavia, a julgar pelo registro fos¬ 
sil, o fenotipo desses tipos de organismos modificou-se 
muito pouco desde seu surgimento lia centenas de mi- 
lhoes de anos. Portanto, os “fosseis vivos” parecem ter 
aproximadamente a mesma taxa de evolugao molecular 
que organismos cujos fenotipos divergiram muito. Essa 
obsert'agao sugere que muitas substituigoes de nucleoti¬ 
dios e aminoacidos tern pouca relagao com a evolugao 
fenotipica. 

Que tipos de modificagoes geneticas poderiam ser 
responsaveis pela evolugao de novos fenotipos? Al¬ 
gumas possiveis respostas provem dos projetos de se- 
quenciamento do genoma e de estudos permanentes 
da genetica de desenvolvimento. A partir dessas inves- 
tigagoes sabemos que a dupluacdo genic a e um impor- 
tante even to evolutive. O exemplo classic o provem do 



A. Crocodito-do-nilo (Crococfyles nitoticus) B. Tubaraobranco {Carcharodon carcharias) C. Limulo (Limulus po/yphemus) 


■ FIGURA : s 9 Alguns organismos considerados “fosseis vivos". 
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estudo dos genes da globina em animais (Figura 24.10). 
Hoje encontramos duas classes de genes da globina — 
os codificadores de componentes da hemoglobina, que 
transporta oxigenio no sangue, e os codificadores da 
mioglobina, que armazena oxigenio no musculo. Essas 
classes de genes com fungoes diferentes sao derivadas 
de um gene primordial da globina, que foi duplicado 
ha cerca de 800 milhoes de anos, muito antes da diver- 
sificagao dos animais no infcio da Era Paleozoica. Por 
sua vez, os genes da hemoglobina foram duplicados va- 
rias vezes durante a evolugao dos vertebrados. Ate onde 
sabemos, os genes da a e (3-globina foram criados por 
duplicagao ha mais de 450 milhoes de anos na linha da 
evolugao que produziu os peixes gnatostomados. Os 
peixes agnatos - lampreias e sua famflia - tern apenas 
um tipo de gene da hemoglobina (a); tubaroes e peixes 
osseos tem pelo menos dois. Ha cerca de 300 a 350 mi¬ 
lhoes de anos, os genes da a e p-globina separaram-se 
e posicionaram-se em cromossomos diferentes. Em se- 
guida, cada um desses genes passou por varios eventos 
de duplicagao para produzir aglomerados de genes da 
a e fl-globina. Em seres humanos, por exemplo, sete 
genes da a-globina estao agregados no cromossomo 
16, e seis genes da p-globina estao agregados no cro¬ 
mossomo 11. Tres dos genes da a-globina e um gene da 
fl-globina em seres humanos sao pseudogenes inativos. 
Os outros genes da globina nesses agregados codificam 
polipeptidios diferentes, mas relacionados, que trans- 
portam o oxigenio no sangue em diferentes perfodos 
durante a vida. Alguns desses polipeptidios so atuam no 
embriao, outros apenas no feto e ainda outros somente 
no adulto (Capitulo 19). Assim, essas farmlias de genes 
da hemoglobina indicam que genes duplicados podem 
adquirir diferentes fungoes. 

Outro fenomeno que ajudaria a explicar a evolugao 
fenotfpica e que partes do gene podem ser duplicadas 
e recombinadas com outros genes. Genes eucarioticos 
sao segmentados em exons e nitrons. Logo depois da 
descoberta dessa estrutura segmentada, Walter Gilbert 
especulou que cada exon em um gene codilica um do- 
mmio funcional separado no produto polipeptfdico do 
gene. Mais tarde, ele especulou que exons de um gene 
poderiam ser combinados a exons de outro gene para 
criar uma sequencia codificadora que especificaria uma 


Genes da a-giobina Genes da jS-giobina 



■ FIGURA 24.10 Papel da duplicagao genica na evolugao dos genes 
da globina. 

protema com algumas das propriedades de cada produ¬ 
to genico original. Assim, ele prop os que novas protef- 
nas poderiam ser criadas pela combinagao modular de 
exons, processo denominado embaralhamento de exons 
(Figura 24.11). Os estudos de sequenciamento de DNA 
forneceram dados para a hipotese de Gilbert. Por exem¬ 
plo, o ativador do plasminogenio tecidual (TPA), uma 
proteina que participa da decomposigao de coagulos 
sangumeos, e codificada por um gene que parece ter 
adquirido exons de varias origens diferentes. Um exon 
provem do gene para a fibronectina, outro do gene 
para o fator de crescimento epidermico, dois exons 
provem do gene para o plasminogenio, e um provem 
de um gene que codifica uma protease. Juntos, entao, 
pelo menos quatro genes contribuiram com exons para 
a formagao do gene TPA. A re combinagao de exons va- 
lidados pela evolugao oferece possibilidades quase ili- 
mitadas de formar proteinas mosaicos. A mistura e o 
emparelhamento de exons, e dos dommios polipepti- 
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■ FIGURA 24.11 Embaralhamento de exons exemplificado pelo gene para o ativador do plasminogenio tecidual (TPA). Os exons de pelo menos 
quatro genes diferentes foram recombinados para produzir o gene TPA. 
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dicos que codificam, pode ser urn processo importante 
na evolugao e pode explicar em parte por que os euca- 
riotos tem tamanha diversidade anatomica, fisiologica e 
comp or tame ntal. 

Alem da duplicagao genica e do embaralhamento 
de exons, a diversificagao evolutiva parece ter contado 
com modificagoes espaciais e temporais na expressao 
de genes, sobretudo daqueles cujos produtos regulam 
a expressao de outros genes. Por exemplo, os genes ho¬ 
me obox tem papeis importantes na formagao do corpo 
de animals ao longo de um eixo anteroposterior; esses 


genes codificam fatores de transcrigao. A modificagao do 
momento ou do local de expressao de genes homeobox 
especificos pode alterar profundamente a aparencia do 
animal. Em Drosophila, na qual os genes homeobox f’oram 
estudados por completo, esta claro que a alteragao do 
padrao de expressao de um ou alguns desses genes pode 
produzir uma mosca de quatro asas em vez de duas, ou 
uma mosca com anexos a mais na cabega ou no torax. 
Com esses tipos de observagao no laboratorio, nao e difl- 
cil imaginar que tipos semelhantes de alteragoes podem 
ter ocorrido na natureza durante a evolugao. 


PONTOS ESSENCIAIS . 






« 


Arvores filogeniticas baseadas na comparagao de sequencias deDNA epmteinas mostram as 
relagoes evolutivas entre os organismos 

A taxa de evolugao molecular pode ser determinada pelo calculo do numero medio de substitui- 
goes de aminodcidos ou nucleotidios ocorridas por sitio em uma molecula desde que duas ou 
mais linhagens de evolugao divergiram de um ancestral comum 

A quase uniformidade da taxa de evolugao molecular em diferentes linhagens e descrita meta- 
foricamente como um “relogio molecular” 

A taxa de evolugao varia entre diferentes sequencias deproteinas e DNA e parece depender do 
grau de restrigao dessas sequencias pela selegao natural para preservar sua fungdo 

A taxa de fixagao de mutagoes seletivamente neutras em uma populagao e igual a taxa de 
mutagao neutra 

A duplicagao genica e o embaralhamento de exons tiveram papeis importantes na evolugao 

Alteragoes espaciais e temporais da regulagao genica podem ter contribuido para a rapida 
evolugao de alguns tipos de organismos. 


Especiagao 

As especies surgem quando uma populagao de organis¬ 
mos divide-se em grupos geneticamente diferentes que 
nao se cruzam mais. 

Os biologos nomearam e descreveram um grande nume¬ 
ro de especies de vegetais, animals e microbios. Ainda ha 
muitas outras especies a identificar. De onde surgiu toda 
essa diversidade? Como e mantida? Por que as especies 
sao diferentes umas das outras? Que fatores contribuem 
para a formagao das especies? Charles Darwin levantou 
esses tipos de duvidas ha mais de 150 anos quando escre- 
veu A Origem das Especies. Hoj e, os biologos continuam a 
enfrenta-las ao abordarem o problema central da geneti¬ 
ca evolutiva — o problema da especiagao. 

O QUE t UMA ESPtCIE? 

O termo especie geralmente e aplicado a um grupo de 
organismos que tem determinadas caracteristicas em co¬ 
mum. Entretanto, as especies foram definidas de manei- 
ras diferentes. Na taxonomia classica, uma especie e defi- 
nida exclusivamente por suas caracteristicas fenotipicas. 
Quando as caracteristicas de dois grupos de organismos 


sao suficientemente diferentes, os grupos sao considera- 
dos especies distintas. Esse metodo de definigao de uma 
especie baseia-se na observagao atenta do organismo, 
seja como amostras em um zoologico, um arboreto, um 
herbario ou uma colegao de museu ou, ainda melhor, 
como os habitantes de um ambiente natural onde se pos- 
sa estudar seu comportamento e sua morfologia. Esse 
metodo de definigao de uma especie tambem depende 
da experiencia do taxonomista, que precisa decidir se as 
diferengas entre grupos de organismos sao suficientes 
para indicar sua classificagao como especies distintas. As- 
sim, e um metodo subjetivo que pode levar a diferentes 
classificagoes nas maos de diferentes pessoas. 

Na genetica evolutiva, uma especie e definida com 
base no pool de genes compartilhados. Um grupo de 
organismos que se cruzam entre si, ou podem se cruzar 
entre si, e nao trocam genes com outros grupos e consi- 
derado uma especie. Os geneticistas evolutivos afirmam 
que cada especie e isolada reprodutivamente de todas as ou¬ 
tras especies. Esse metodo de definigao de uma especie 
baseia-se na capacidade do pesquisador de determinar se 
os grupos de organismos trocam genes na natureza. Caso 
troquem, sao classificados como uma so especie; caso 
nao troquem, sao classificados como especies diferentes. 
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Portanto, a tecnica genetica para definir especies requer 
avaliagao objetiva do isolamento reprodutivo de grupos 
de organismos. 

Essas duas maneiras de definir especies nem sempre 
estao de acordo. Os organismos podem estar reproduti- 
vamente isolados, mas podem nao ser distinguidos por 
caracteristicas fen otfpicas de facil reconhecimento. Em 
taxonomia, esses organismos seriam considerados de 
uma unica especie, enquanto em genetica evolutiva, se¬ 
riam considerados de especies distintas. Por outro lado, 
os organismos podem ter caracteristicas fenotipicas dife¬ 
rentes, mas nao estar isolados reprodutivamente. Um ta¬ 
xon omista consideraria esses organismos especies distin¬ 
tas, ao passo que um geneticista evolutivo os consideraria 
uma unica especie. Quando e possivel verificar o isola¬ 
mento reprodutivo de organismos diferentes, podemos 
aplicar a definigao genetica de especie. Mas quando essas 
determinagoes nao sao possfveis - como, por exemplo, 
em organismos fossilizados — estamos limitados a defini¬ 
gao taxonomica de especie. 

O isolamento reprodutivo e a chave para a definigao 
genetica de uma especie. Grupos de organismos que ha¬ 
bitant o mesmo territorio podem estar reprodutivamen¬ 
te isolados por diferentes mecanismos Os mecanismos de 
isolamento pre-zigotico imped em os membros de diferentes 
grupos de produzirem prole hibrida. Os mecanismos de 
isolamento pos-zigotico impedem qualquer prole hibrida 
produzida de transmitir seus genes para geragoes subse- 
quentes. 

Os mecanismos de isolamento pre-zigotico impedem 
o cruzamento entre individuos de diferentes populagoes 
de organismos ou a uniao dos gametas desses individuos 
para formar zigotos. Por exemplo, duas populagoes de 
organismos que habitant a mesma area poderiam buscar 
habitats diferentes nessa area. Se a preferencia pelo habi¬ 
tat for forte, as duas populagoes terao contato minimo 
ou nulo. Portanto, o isolamento ecologico fundamenta- 
do na preferencia pelo habitat pode impedir que as popu¬ 
lagoes produzam zigotos hibridos. Fatores temporais ou 
comportamentais tambem podem produzir isolamento 
reprodutivo entre populagoes de organismos. Por exem¬ 
plo, a maturagao sexual dos organismos poderia ocorrer 
em diferentes momentos ou eles poderiam ter diferentes 
rituais de cortejo. Se os mecanismos de isolamento eco¬ 
logico, temporal e comportamental nao impedissem o 
cruzamento entre diferentes organismos, incompatibili- 
dades anatomicas ou quimicas em seus orgaos reproduti- 
vos ou gametas poderiam impedir a produgao de zigotos 
hibridos. Os organismos poderiam ser incapazes de co- 
pular com sucesso, ou de trocar polen, ou os espermato- 
zoides ou o polen poderiam morrer nos tecidos reprodu- 
tivos dos parceiros. Qualquer um desses mecanismos de 
isolamento pre-zigotico poderia impedir a troca de genes 
entre populagoes que ocupam o mesmo territorio. 

Os mecanismos de isolamento pos-zigotico operam 
depois da formagao de zigotos hibridos, seja por redugao 
da viabilidade do hibrido ou por comprometimento da 
fertilidade do hibrido. Os zigotos de cruzamentos entre 


diferentes organismos poderiam nao sobreviver ou nao 
alcangar a maturidade sexual. Caso alcancem a maturi- 
dade sexual, podem nao produzir gametas funcionais. 
Qualquer uma dessas circunstancias poderia impedir a 
troca de gene entre populagoes de organismos que habi¬ 
tant o mesmo territorio. 


MODOS DE ESPECIACAO 

O evento principal na especiagao e a divisao de uma po- 
pulagao de organismos em uma ou mais subpopulagoes 
que sao isoladas reprodutivamente uma das outras. O 
caminho mais facil para que ocorra esse evento e a se¬ 
paragao geografica das subpopulagoes de maneira a ha¬ 
ver evolugao independente - isto e, barreiras geograficas 
man tern afastadas as subpopulagoes de modo que elas 
acumulem seus proprios conjuntos de alteragoes gene- 
ticas ao longo do tempo (Figure 24.12). Depois, se as sub¬ 
populagoes forem reunidas pelo desaparecimento das 
barreiras geograficas, as alteragoes geneticas acumuladas 
podem causar seu isolamento reprodutivo. Por exemplo, 
uma subpopulagao pode ter desenvolvido preferencia 
por determinada fonte de alimento e a outra subpopu¬ 
lagao, por uma fonte de alimento diferente. Quando as 
duas subpopulagoes sao reunidas no mesmo territorio, 
suas preferencias alimentares diferentes podem limitar 
o contato entre elas de tal maneira que nunca ocorram 
cruzamentos entre as populagoes. Outra possibilidade e 
que durante o tempo de separagao, as subpopulagoes te- 
nham desenvolvido diferentes processos fisiologicos ou 
habitos de cruzamento. Quando as subpopulagoes sao 
reunidas, podem nao ser capazes de cruzar entre si ou, se 
forem capazes, os hibridos podem nao ser viaveis ou fer- 
teis. O processo pelo qual as subpopulagoes desenvolvem 
isolamento reprodutivo durante a separagao geografica e 




QT Quando reunidas, as 
subpopulagoes nao 
trocam genes. Cada uma 
deias torna-se uma 
especie distinta. 


0‘ A populacao e subdividida 
por uma barreira 
geografica. 
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As subpopulagoes 
separadas 
modificam-se 
genetica mente. 
Desenvoivem-se 
mecanismos de 
isolamento 
reprodutivo. 




Uma populacao de organismos 
habita um territorio. 


■ FIGURA 24.12 Processo de especiagao alopatrica. 
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denominado especiagao alopatrica (termo derivado do gre- 
go gue significa “em outras comunidades”). 

E concebfvel que as subpopulagoes pudessem desen- 
volver isolamento reprodutivo sem separagao geografica 
Figura 24.13). Talvez as subpopulagoes se tomem ecolo- 
gicamente especializadas de maneira a evoluir com mals 
ou menos independence, ou talvez seus membros so cru- 
zem com indivfduos semelhantes a si proprios de modo 
que haja pequena ou nenhuma troca genetica entre as 
subpopulagoes. O processo de isolamento reprodutivo 
entre subpopulagoes que habitam o mesmo territorio e 
denominado especiagao simpatrica (termo derivado do gre- 
go que significa “nas mesmas comunidades”). 

Nao e facil estudar o isolamento reprodutivo, ja que 
seu desenvolvimento pode levar centenas de milhares de 
anos. A maioria das investigagoes de especiagao e feita 
post factum, ou seja, apos a iormagao da especie. De acor- 
do com os dados obtidos sobre a especie, os pesquisado- 
res tentam determinar como e quando ocorreu o isola¬ 
mento reprodutivo. 

Uma questao nesses estudos e se o desenvolvimento da 
especie ocorreu de maneira alopatrica ou simpatrica. Elas 
desenvolveram mecanismos de isolamento reprodutivo 
durante o penodo de separagao geografica ou desenvolve¬ 
ram esses mecanismos quando habitavam o mesmo terri¬ 
torio? Em geral, nao e possfvel responder a essa pergunta 
com certeza. Entretanto, a maioria dos geneticistas evolu- 
tivos tende a considerar que a especiagao alopatrica e mais 
prevalente que a especiagao simpatrica, quanto mais nao 
seja porque a especiagao alopatrica e um processo mais 
dire to. Por exemplo, imagine que um pequeno mimero 
de organism os migre para uma ilha oceanica distante, 
onde fundam uma populagao que evolui de maneira in- 
dependente da populagao principal no continente mais 




A cfiferenciacao genetica causa 
isolamento reprodutivo entre 
as subpopuiacoes. Cada 
subpopuiacao torna-se uma 
especie distinta. 




'Q Formam-se subpopuiacoes na 
ausencia de barreiras 
geograficas e comecam a se 
diferenciar geneticamente. 





Uma populagao de organtsmos 
habita um territorio. 


■ FIGURA 24.13 Processo de especiagao simpatrica. 



■ figura 24.14 Quatro especies de Drosophila do arquipelago do 
Havai. A partir da imagem superior esquerda em sentido horario: D. 
heterorteura, D. grimshawi, D. ornata e D. differens. Essas e centenas de 
outras especies de Drosophila evoluiram durante os ultimos milhoes 
de anos nas ilhas havaianas, que sao bem afastadas de outras massas 
de terra no oceano Pacffico e ao seu redor. 


proximo. A populagao da ilha pode modificar-se bastante 
com o tempo e, por fim, ser isolada reprodutivamente de 
seus parentes mais proximos no continente. Essa situagao 
- que e a especiagao alopatrica pura e simples - pode ter 
ocorrido muitas vezes nas ilhas oceanicas (Figura 24.14). 
Na verdade, Darwin propos isso como explicagao para as 
especies de vegetais e animais que observou nas Ilhas Ga¬ 
lapagos na costa oeste da America do Sul. Nao e muito 
difTcil imaginar outros tipos de separagao geografica que 
possibilitaram a especiagao alopatrica, Desertos e cadeias 
montanhosas podem subdividir continentes; quedas da 
precipitagao pluviometrica podem isolar sistemas de lagos 
e rios; massas continentals podem emergir e separar ocea- 
nos. As populagoes subdivididas por esses tipos de barreira 
podem se transformar em especies distintas, isoladas re¬ 
produtivamente (Figura 24.15), 



A B 


■ figura 24,15 Especies de Pheucticus que podem ter surgido por 
especiagao alopatrica. A. Pheucticus melanocephalus, encontrado no 
oeste dos EUA. B. P. tudoviciannus, encontrado no teste dos EUA. 
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Embora a especiagao alopatrica possa ter sido o meca- 
nismo prevalente na criagao das especies existentes atu- 
almente, ha evidencias de que a especiagao simpatrica 
tambem contribuiu para a diversidade das especies. O ar- 
gumento mais forte a favor da especiagao simpatrica pro- 
vem do estudo de peixes ciclideos em dois pequenos lagos 
de cratera localizados na parte central ocidental da Africa. 
Hoje, esses lagos estao isolados de outros corpos de agua 
importantes. Entretanto, no passado relativamente recen- 
te foram aparentemente colonizados por ciclideos dos 
sistemas de rio circundantes. Esses colonizadores deram 
origem aos grupos de especies agora presentes nos lagos. 
A analise de sequencias de DNA mitocondrial indica que 
as especies de ciclideos de cada lago sao derivadas de um 
ancestral comum e que estao mais proximas uma da outra 
que das especies de ciclideos encontradas nos sistemas flu- 


viais proximos. Nao ha barreiras geograficas obvias dentro 
desses lagos. Suas margens sao regulares, e eles nao pare- 
cem ter sido subdivididos ao Ion go de sua historia. Assim, 
parece que os ciclideos de lagos de cratera evoluiram para 
diferentes especies de maneira simpatrica. 

Os peixes ciclideos habitam muitos lagos e rios tro- 
picais da Africa, sobretudo os Grandes Lagos Africanos 
do leste — Lago Victoria, Lago Malawi e Lago Tangani- 
ca — onde foram identificadas mais de 1.500 especies de 
ciclideos. A aparente especiagao simpatrica de ciclideos 
nos pequenos lagos de cratera da parte oeste central da 
Africa suscita a possibilidade de que algumas das espe¬ 
cies nesses grandes lagos tambem tenham se originado 
por especiagao simpatrica. Sao necessarias mais pesquisas 
para determinar como ocorreu a evolugao dos ciclideos 
nos Grandes Lagos. 


PONTOS ESSENCIAIS • Em genetica evolutiva, uma especie e um grupo de populagoes que tem um pool de genes 

comum 

• O desenvolvimento de isolamento reprodutivo entre populagoes e o principal euento do processo 
de especiagao 

* A especiagao pode ocorrer quando as populagoes sao separadas geograficamente (alopatrica) ou 
quando coexistem no mesmo territorio (simpatrica). 


Evolugao humana 


O exame dos fosseis e a analise das sequencias de DNA 
fomeceram informagoes sobre a origem dos seres huma- 
nos modernos. 

Quando propos sua teoria da evolugao em 1859 e, mais 
tarde, quando sugeriu que os seres humanos haviam 
evoluido a partir de organismos mais primitivos, Darwin 
provocou grande polemica. A ideia de que os organismos 
evoluem e, mais especificamente, que os seres humanos 
evoluem, inquietou muitas pessoas. Nos 150 an os subse- 
quentes, aprendeu-se muito sobre o curso da evolugao 
humana. Os paleontologistas analisaram os restos fossi- 
lizados de organismos que provavelmente foram os an- 
cestrais dos seres humanos modernos, e os geneticistas 
analisaram dados da sequencia de DNA para estudar as 
relagoes entre seres humanos e seus parentes nao huma¬ 
nos mais proximos, os grandes primatas. Nas segoes a se- 
guir, exporemos algumas dessas analises. 

SERES HUMANOS E GRANDES PRIMATAS 

Varios aspectos morfologicos distinguem os seres huma¬ 
nos dos chimpanzes e gorilas. Esses grandes primatas tem 
dentes caninos e incisivos maiores que os seres humanos 
modernos, alem de mandibulas maiores e mais pesadas. 
Seu encefalo e menor que o humano, e o ponto de fi- 
xagao do encefalo a medula espinal ocorre em posigao 


bem mais posterior no cranio que nos seres humanos. O 
formato e as proporgoes do corpo de um grande primata 
tambem sao diferentes do que se observa no ser huma¬ 
no. No primata, o tronco alarga-se em diregao a base, 
enquanto no ser humano tende a ter a mesma largura 
desde os ombros ate a cintura. As pernas do primata sao 
proporcionalmente mais curtas que as do ser humano, 
e a pelve nao e construida para manter uma postura or- 
tostatica regular. Embora os grandes primatas possam 
andar eretos sobre as duas pernas, nao conseguem fazer 
isso por longos periodos. Em con trap osigao, os seres hu¬ 
manos sao exclusivamente bipedes, exceto, e claro, na 
primeira fase da infan cia. As maos e os pes dos primatas 
tambem sao diferentes das maos e dos pes dos seres hu¬ 
manos. Os primatas nao fazem a oposigao do polegar, e 
seus pes nao oferecem a sustentagao necessaria para a 
locomogao bfpede. 

Apesar de todas essas diferengas morfologicas, o DNA 
dos grandes primatas e dos seres humanos e extraordina- 
riamente semelhante. Quando se comparam os genomas 
dos chimpanzes e seres humanos, constata-se que sao 
iguais em mais de 99%. Esse alto grau de identidade sig- 
nifica que chimpanzes e seres humanos tem uma relagao 
muito proxima e sugere que sua divergencia de um an¬ 
cestral comum foi bastante recente no tempo evolutivo, 
talvez entre 5 e 6 milhoes de an os. A outra especie de 
grande primata, o gorila, parece estar mais distante dos 
seres humanos que o chimpanze. 
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EVOLUCAO HUMANA NO 
RECISTRO FOSSIL 

Embora raros, os fosseis forneceram informagoes impor- 
tantes sobre a evolugao humana (Figura 24.16). Os Iosseis 
mais antigos que parecem estar rigorosamente dentro da 
linha evolutiva humana provem do leste da Africa, onde 
surgiram ha 4 a 5 milhoes de anos. Esses primeiros seres 
de forma humana — isto e, hominmeos - foram batizados 
de Ardipithecus ramidus. Mais tarde no registro fossil, de 3 
a 4 milhoes de anos, surgiu outro hominmeo. Esse orga- 
nismo, conhecido como Australopithecus afarensis, prova- 
velmente tinha entre 1 m e 1,5 m de altura e caminhava 
ereto, ao menos por curtas distancias. O fossil conhecido 
como Lucy e um especime de Australopithecus afarensis. 

Os primeiros organismos classificados no mesmo ge- 
nero do Homo sapiens surgiram ha 2 a 2,5 milhoes de anos. 
Duas especies foram nomeadas, H. rudolfensis e H. habilis. 
Essas duas especies “ Homo ini dais” tern muitas caracte- 
risticas semelhantes aos grandes primatas; entre tan to, 
em comparagao com o Australopithecus, a abertura para 
a medula espinal esta mais proxima do meio do cranio, 
e o cranio propriamente dito tern men or comprimento 
e maior largura — todas caracteristicas de hominmeos. 
Todavia, muitos palentologistas questionaram a inclusao 
dessas duas especies no genero Homo, e ha algumas opi- 
nioes de que devem ser classificadas no genero Australo¬ 
pithecus. 

No perfodo entre 1,9 e 1,5 milhao de anos atras, surgiu 
outro hominmeo no registro fossil. Denominado Homo 
ergaster, tinha o formato do corpo e as proporgoes dos 
membros semelhantes aos dos seres human os modernos, 


e seus dentes e mandibula tambem tinham estrutura hu¬ 
mana. Assim, o H. ergaster e o primeiro hominmeo que 
pode ser inclufdo com certeza no genero Homo. 

j 

Todos os iosseis de hominmeos iniciais provem da Afri¬ 
ca. A primeira especie de hominmeo a produzir fosseis 
fora da Africa foi o Homo erectus. Esses fosseis, formados 
ha cerca de um milhao de anos, foram achados na China 
e na Indonesia. Assim, o H. erectus disseminou-se e prova- 
velmente deu origem as populagoes arcaicas de seres hu- 
manos na Europa, na Asia e na Africa. Os seres humanos 
arcaicos mais conhecidos foram os h omens de Neander- 
tal, especie que se desenvolveu na Europa e no Oriente 
Proximo ha varias centenas de milhares de anos. No final, 
porem, eles perderam a competigao com os ancestrais da 
especie humana moderna, H. sapiens, e foram extintos. 

Os seres humanos modernos podem ter se desenvol- 
vido simultaneamente na Europa, na Asia e na Africa a 
partir de populagoes humanas arcaicas existentes nesses 
continentes ou podem ter se desenvolvido em um conti- 
nente — por exemplo, na Africa - e depois se espalhado 
para os demais. Os registros fosseis nao sao capazes de 
discriminar essas duas hipoteses. Entre tan to, dados gene- 
ticos obtidos pelo estudo das sequencias de DNA em seres 
humanos vivos proporcionaram metodos para testa-las. 

VARIACAO DA SEQUENCIA DE DNA 
E ORICENS HUMANAS 

Dados geneticos possibilitam que os pesquisadores estu- 
dem a evolugao humana por meio da investigagao das re- 
lagoes entre populagoes humanas atuais. As populagoes 
com parentesco mais proximo tem propriedades gene- 


Homo 



■ FIGURA 24.16 Ancestrais dos seres humanos descobertos por dados obtidos de fosseis. A linha evolutiva dos homimdeos vai do ancestral 
comum dos seres humanos e chimpanzes ate os seres humanos modernos (Homo sapiens). A linha evolutiva dos pongideos vai desse ancestral 
comum ate os chimpanzes modernos (Pan troglodytes). As duvidas na linha evolutiva dos hominfdeos sao indicadas por pontos de interrogagao. 
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ticas em comum, o que nao ocorre em populagoes mais 
distantes. Assim, pela analise da variagao em genes, pro- 
dutos genicos e sequencias de DNA, e possfvel determi- 
nar o parentesco de diferentes grupos raciais e etnicos, e 
organiza-los em uma arvore filogenetica. A analise gene¬ 
tica tambem possibilita que os pesquisadores decifrem os 
eventos principais na historia da evolugao humana. 

Muitos tipos de variagao genetica foram usados para 
estudar a evolugao humana: grupo sangufneo e polimor- 
fismos das protefnas, alem de variagao na composigao 
das proprias sequencias de DNA. A investigagao incluiu 
tanto a variagao genetica nuclear quanto mitocondrial. 
O genoma nuclear contem a maior parte dos polimor- 
fismos humanos, mas o genoma mitocondrial tern a 
propriedade especial de ser transmitido exclusivamente 
pelas femeas. Portanto, a variagao do DNA mitocondrial 
possibilita o acompanhamento das linhagens maternas 
na historia evolutiva humana. 

Em comparagao com outras especies, a especie hu¬ 
mana e bastante uniforme geneticamente. No nfvel dos 
nucleotfdios, os seres humanos tern aproximadamente 
um quarto da variagao genetica de chimpanzes e cerca 
de um decimo da variagao de Drosophila. Alem disso, a 
maior parte da variagao genetica na especie humana - 
talvez 85 a 95% — ocorre dentro das populagoes, e nao 
entre elas. 

A relativa ausencia de variagao genetica em popula¬ 
goes humanas significa que, durante sua historia evolu¬ 


tiva, o tamanho geneticamente efetivo da populagao hu¬ 
mana era pequeno — entre 10.000 e 100.000 individuos. 
O numero de individuos pode ter sido maior (hoje cer- 
tamente e), mas o sistema de acasalamento, varias restri- 
goes a reprodugao e os obstaculos causados por fome, 
doenga ou catastrofes relacionadas com o clima aparen- 
temente conspiraram para man ter o tamanho efetivo da 
populagao abaixo de 100.000. Nessa populagao, a deriva 
genetica aleatoria predomina em relagao a mutagao para 
determinar o nfvel de equilfbrio de variabilidade para 
alelos seletivamente neutros (Capitulo 23). 

Quando se analisa a variagao genetica em diferentes 
populagoes humanas, observa-se que ha maior variagao 
nas populagbes alricanas que nas de outros continentes. 
O maior acumulo de variagao genetica em populagoes 
alricanas sugere que essas populagoes sao as mais anti¬ 
gas, um conceito compatfvel com as hipoteses de que o 
ser humano teve origem na Africa e disseminou-se para 
outros continentes. Indlcios muito fortes a favor dessa 
hipotese vieram de estudos de sequencias de DNA mito¬ 
condrial em diferentes populagoes humanas. Analisando 
as sequencias de individuos vivos, e possfvel voltar a se- 
quencia ancestral da qual podem ter advindo todas as se¬ 
quencias existentes. Essa sequencia ancestral representa 
o ponto em que as linhagens dos individuos vivos coa- 
lescem em um indivfduo, o ancestral comum de todas 
elas (Figura 24.17). Entao, contando o numero de muta- 
goes ocorridas entre a sequencia de DNA ancestral e as 



■ FIGURA 24.17 Processo de coalescencia. Se as linhagens das sequencias de DNA encontradas em individuos vivos forem acompanhadas 
retroativamente, coaiescem em um ancestral comum. Essas linhagens sao destacadas em vermelho na linha de tempo. Outras sequencias de 
DNA do passado nao sao representadas em individuos vivos; o momento de extingao de cada uma e indicado por um ponto. 
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sequencias atuais e dividindo esse numero pela taxa de 
mutagao conhecida, e possfvel calcular o tempo decorri- 
do desde a existencia do ancestral comum. 

Quando se laz esse tipo de analise em sequencias de 
DNA mitocondrial, o tempo decorrido entre o presente e 
a epoca em que viveu o ancestral comum e estimado em 
100.000 a 200.000 anos. Analises de sequencias de DNA 
no cromossomo Y, que e transmitido exclusivamente pelo 
sexo masculino, produzem uma estimativa semelhante. As- 
sim, o principio da coalescencia sugere que todos os seres 
humanos modernos descendem de ancestrais materno e 
paterno comuns que viveram entre 100.000 e 200.00 anos 
atras. Esse resultado nao significa, porem, que esses an¬ 
cestrais comuns cram as unicas duas pessoas vivas naquele 
tempo longinquo. Certamente havia muitos outros. Suas 
linhagens geneticas - mitocondrial, no caso do sexo femi¬ 
nine, e do cromossomo Y, no caso do sexo masculino — 


simplesmente foram extintas. Com o metodo coalescente, 
as sequencias de DNA atuais podem ser reconstituidas re- 
troativamente ate os individuos cujas linhagens mitocon¬ 
drial ou do cromossomo Y foram afortunadas o suficiente 
para sobreviver e se disseminar na especie, modificadas, e 
claro, pelo processo aleatorio de mutagao. 

Na atualidade, essas analises de sequencias de DNA 
mitocondrial e ligado ao Y foram supiemen tadas por 
analises de DNA autossomico. Um estudo recente ana- 
lisou os polimorfismos de nucleotfdio unico em mais de 
900 genomas humanos de 51 populagoes diferentes no 
mundo todo (Figura 24.18). Os resultados indicam que a 
especie hum ana moderna e relativamente jovem e que se 


origin ou nas populagdes humanas arcaicas da Africa. A 
partir da Africa, os seres humanos migraram para a Asia 
e a Europa e, mais tarde, para a Australia e as Americas, 
por fim tornando-se a especie dominante na Terra. 
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FIGURA 24.18 Filogenia de populagoes humanas com base na analise de polimorfismos de nucleotfdio unico. 
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os ancestrais remotos dos seres humanos evolutram na Africa, 

de 4 a 5 milhdes de anos atrds 

• Os dados genet icos indicam que as populagoes humanas modemas podem ter saido da Africa 
ha cerca de 100.000 a 200.000 anos e, em seguida, se espalhado nos outros continenies. 


PONTOS ESSENCIAIS • Os registros fosseis indicam que 


Exercfcios 

Aplique a analise genetica basica 


1. Nevin Aspinwall investigou as frequencias de alelos 
distingufveis por elelrofore.se do gene codificador 
de alfaglicerofosfato desidrogenase (a-GPDII) no 
salmao-rosado (Onchorhynchus gorbuschd) em rios ao 
longo da costa noroeste da America do Norte, desde 
o Alasca ate o eslado de Washington (1974, Evolu¬ 
tion 28: 295-305). As formas rapida, lenta e hfbrida 
de a-GPDII foram detectadas nesse estudo; as for¬ 
mas rapida e lenta foram codificadas por diferentes 
alelos do gene, e a forma hfbrida foi produzida em 
peixes heterozigotos para esses alelos. Na amostra 
do rio Dungeness, em Washington, Aspinwall ob- 
servou 32 peixes com a forma lenta, 6 com a for¬ 
ma hfbrida e 1 com a forma rapida. Quais sao as 
frequencias dos alelos “rapido” e “lento” do gene 
a-GPDII na amostra desse local? 

Resposta: Na amostra de 39 peixes do rio Dungeness, 
cada uma delas com duas copias do gene a-GPDII, a 
frequencia do alelo rapido e (2 X 1 + 6)/{2 X 39) = 
0,10, e a frequencia do alelo lento e 1 — 0,10 = 0,90. 

2. Quailtas diferentes arvores filogeneticas com raiz e 
bifurcagao poderiam mostrar as relagoes evolutivas 
entre tres omanismos diferentes? 

O 

Resposta: Se designarmos os organismos como A, B e C, 
ires arvores filogeneticas diferentes, com raiz e bi¬ 
furcagao poderiam mostrar as relagoes evolutivas 
entre eles: 


AB CA B C AC B 



3. Os polipeptfdios da ot-globina humana e equina 
diferem em 18 de 141 posigoes de aminoacidos. 
Em media, quantas substituigoes de aminoacidos 
ocorreram por sftio nesse polipeptfdio desde que 


as linhagens humana e equina divergiram de um 
ancestral comum? Se a taxa evolutiva da a-globina 
entre mamfferos foi de 0,74 substituigao por sftio a 
cada bilhao de anos, quanto tempo se passou desde 
a existencia do ancestral comum de seres humanos 
e cavalos? 

Resposta: As a-globinas humana e equina diferem em 
18/141 = 0,128 de seus aminoacidos. Para calcular 
o numero medio de substituigoes de aminoacidos 
ocorridas por sftio desde o infcio do desenvolvimen- 
to independente das a-globinas humana e equina, 
usamos a corregao de Poisson (ver Apendice E: ) a- 
xas evolutivas): -ln(l - 0,128) = 0,136 substituigao 
de aminoacidos por sftio. Depois, para calcular o 
tempo total decorrido desde o ancestral comum 
de seres humanos e cavalos, dividimos 0,136 subs¬ 
tituigao de aminoacidos por sftio pela taxa evolu¬ 
tiva estimada para mamfferos (0,74 substituigao 
de aminoacidos por sftio a cada bilhao de anos): 
0,136/0,74=184 milhoes de anos. Esse perfodo tern 
de ser dividido igualmente entre as linhagens do 
ser humano e do cavalo para se obter o tempo des¬ 
de que existiu seu ancestral comum: 184 milhoes 
de anos/2 = 92 milhoes de anos. 

4. Segundo a Teoria Neutra da Evolugao Molecular, 
qual e a taxa de fixagao de mutagoes seletivamente 
neutras em uma populagao por deriva genetica ale- 
atoria? 

Resposta: A taxa de fixagao de mutagoes seletivamente 
neutras e simplesmente a taxa de ocorrencia dessas 
mutagoes. 

5. Qual e a definigao genetica de uma especie? 

Resposta: Especie e uma populagao reprodutivamente 
isolada de todas as outras populagoes - ou seja, nao 
troca genes com outras populagoes. 
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Autoavaliagao 

Integre diferentes conceitos e tecnicas 


1. Ao estudar o polimorfismo de proteinas em popula¬ 
tes de salmao-rosado nos rios do Alasca e do esta- 
do de Washington, Nevin Aspinwall recolheu dados 
de salmoes maduros capturados cm 1969, 1970 e 
1971. O salmao nasce em rios e, depois de apro- 
ximadamente 9 meses, migra para o oceano, onde 
cresce. Aos 2 anos de idade, o salmao volta ao rio 
em que nasceu para procriar e, depois, morre. Por 
causa desse ciclo de vida de 2 anos, o salmao do 
Pacifico e dividido em populagoes de anos impares 
e de anos pares que nao cruzam uma com a outra. 
Aspinwall constatou que entre os salmoes captura¬ 
dos nos anos impares, 870 eram homozigotos para 
o alelo lento de a- GPL)I /, 17 eram homozigotos 
para o alelo rapido e 231 eram heterozigotos. En¬ 
tre os salmoes capturados nos anos pares, 649 eram 
homozigotos para o alelo lento, 45 eram homozigo¬ 
tos para o alelo rapido e 309 eram heterozigotos. O 
que e interessante em relagao a esses dados? 

Resposta: A partir do resumo dos dados de Aspinwall, po- 
demos calcular as frequencias do alelo rapido do 
gene a-GPDH nas populacoes de anos impares e pa¬ 
res. Na populagao de anos impares, a frequencia e (2 
X 17 + 231)/(2X 1.118) = 0,119, e na populagao dos 
anos pares, e de (2 X 45 + 309)/ (2 X 1.003) =0,199. 
Assim, a frequencia do alelo rapido na populagao de 
anos pares e quase o dobro da frequencia correspon- 
dente na populagao de anos impares. Como as duas 
populacoes de salmao habitant o mesmo territorio, 
provavelmente eslao sujeitas as mesmas pressoes de 
selegao. Assim, a diferenga observada da frequencia 
de alelos entre essas populacoes sugere que elas di- 
vergiram por deriva genetiea aleatoria. 

2. A tabela a seguir mostra o niimero de diferengas de 
aminoacidos entre moleculas de citocromo c. 

Atum Bicho-da-seda Trigo 

Ser humano 20 26 35 

Atum 27 40 

Bicho-da-seda 37 

Se o niimero medio de sitios de aminoacidos que 
podem ser comparados entre essas moleculas e de 
110, qual e o niimero medio de subs tit uiedes de 
aminoacidos ocorridas por sitio durante a evolu- 
cao de cada par de organismos? Qual e a laxa de 
evolugao do citocromo c entre os vertebrados? Se 
a taxa evolutiva entre os vertebrados pode ser apli- 
cada a oulros ramos da filogenia do citocromo c, 
ha quanto tempo as linhagens do inseto e do pei- 
xe divergiram de um ancestral comum? I la quanto 
tempo as linhagens animal e vegetal divergiram de 
um ancestral comum? 


Resposta: Para estimar o niimero medio de substituigoes 
de aminoacidos por sitio, primeiro calculamos a 
proporgao de diferengas de aminoacidos para cada 
par de organismos dividindo o niimero observado 
de diferengas por 110, que e o niimero total de si¬ 
tios na molecula do citocromo c. Depois, usamos a 
corregao de Poissson (veja o Apendice E: Taxas evo- 
lutivas) para calcular o niimero medio de substitut¬ 
ed es de aminoacidos por sitio. Se d e a proporgao 
de diferengas de aminoacidos entre moleculas do 
citocromo c de dois organismos, entao o niimero 
medio de substituigoes por sitio e obtido pela for¬ 
mula —ln(l - d ). Na tabela a seguir a proporgao de 
diferengas de aminoacidos e mostrada em preto e 
o niimero medio de substituigoes de aminoacidos 
por sitio e mostrado em vermelho: 


Atum Bicho-da-seda Trigo 


Ser humano 

0,18 

0,24 

0,32 


0,20 

0,27 

0,38 

Atum 


0,24 

0,36 



0,28 

0,45 

Bicho-da-seda 



0,34 




0,42 


Para calcular a taxa de evolugao entre os verte¬ 
brados, concentramo-nos na comparagao entre 
as moleculas de citocromo c do ser humano e do 
atum. A proporgao observada de diferengas de 
aminoacidos e de 0,18, e o niimero medio estimado 
de substituigoes por sitio e pouco maior, 0,20. A par¬ 
tir do registro de fosse is, estima-se que as linhagens 
do peixe (representado pelo atum) e do tetrapode 
(representado pelo ser humano) tenham se sepa- 
rado ha cerca de 440 milhoes de anos. Portanto, o 
tempo evolutivo total elecorrido nessas linhagens e 
de 2 X 440 milhoes de anos = 880 milhoes de anos. 
Calculamos a taxa de substituigao de aminoacidos 
por sitio no citocromo c dividindo o niimero me¬ 
dio de substituigoes de aminoacidos por sitio pelo 
tempo evolutivo total decorrido: 0,20 substituigao 
de aminoacidos por sitio/880 milhoes de anos = 
0,23 substituigao de aminoacidos por sitio a cada 
bilhao de anos. 

Caso suponliamos que essa laxa seja mantida du¬ 
rante toda a filogenia dos tetrapodes, peixes, inse- 
tos e vegetais, isto e, se considerarmos que existe 
um relogio molecular, podemos calcular o tempo 
decorrido desde a separagao das linhagens de pei¬ 
xes e insetos e das linhagens de animais e vegetais 
de ancestrais cornu ns. Para o ancestral comum de 
peixes e insetos, concentramo-nos na comparagao 
entre as moleculas de citocromo c do atum e do 
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bicho-da-seda. A proporgao observada de diferen- 
gas de aminoacidos e de 0,24, e o numero medio es- 
timado de substituigoes por sftio e de 0,28. Dividin- 
do essa media pela taxa estimada de evolugao do 
citocromo c (0,23 substituigao de aminoacido por 
sftio a cada bilhao de anos), obtemos o tempo evo¬ 
lutive total decorrido: 0,28 substituigao de aminoa¬ 
cido por sftio/0,23 substituigao de aminoacido por 
sftio a cada bilhao de anos = 1,2 bilhao de anos. 
E preciso repartir esse tempo igualmente entre as 
linhagens de peixes e insetos. Assim, calcula-se que 
o tempo desde que divergiram de um ancestral co¬ 
mum seja de 600 milhoes de anos. Para o ancestral 
comum de animais e vegetais, concentramo-nos na 
comparagao entre moleculas do citocromo c do 
bicho-da-seda e do trigo. A proporgao observada de 
diferengas de aminoacidos e de 0,34, e o numero 
medio estimado de substituigoes de aminoacidos 
por sftio e de 0,42. Dividindo essa media pela supos- 
ta taxa de evolugao do citocromo c, estimamos que 
o tempo evolutivo decorrido total e de 1,82 bilhao 
de anos. Portanto, o tempo desde que essas duas 
linhagens divergiram de um ancestral comum e de 
910 milhoes de anos. 


3. Em uma extensa analise de polimorfismos de 
nucleotfdio unico (SXP) entre ties grupos de 
norte-americanos, David Hinds e seus colabora- 
dores (2005, Science 307: 1072-1079) constataram 
que entre 1.586.383 SNP examinados por tecno- 
logia de microarranjo, 93,5% eram segregados em 
uma amoslra de 23 afro-americanos, 81,1% eram 
segregados em uma amostra de 24 americanos de 
origem europeia e 73,6% eram segregados em 
uma amostra de 24 americanos de origem chinesa 

o 

Han. O que esses dados indicam sobre a diversida- 
de genetica entre esses tres grupos? Como eles se 
ajustam as ideias atuais sobre a historia evolutiva 
huniana? 

Resposta: Se usarmos a porcentagem de SXP segregados 
em uma populagao como indicador de sua diver- 
sidade genetica, e evidente que o grupo afro-ame- 
ricano e o mais diverso dos tres grupos estudados. 
Esse fato tarnbem se ajusta a ideia de que os seres 
humanos modernos se originaram na Africa. As po¬ 
pulagoes africanas, as mais antigas entre todas as 
populagoes de seres humanos modernos, tiveram 
mais tempo para acumular variantes geneticas. 


Avaliagao adicional 

Entenda melhor e desenvolva a capacidade analitica 


24.1 Cite algumas das evidencias que levaram Charles 
Darwin a afirmar que as especies modificam-se 
com o tempo. 

24.2 Darwin destacou que as especies evoluem por se- 
legao natural. Qual era a principal lacuna em sua 
teoria? 

24.3 L’sando os dados da Tabela 24.1 e supondo que 
haja cruzamento aleatorio em relagao ao tipo 
sangufneo, preveja as frequencias dos tres genoli- 
pos do locus do tipo sangufneo Duffy em uma po¬ 
pulagao sul-afi icana e outra inglesa. 

24.4 Theodosius Dobzahnsky e seus colaboradores es- 
tudaram os polimorfismos cromossomicos em Dro¬ 
sophila pseudoohscura e sua especie-irma no oeste 
dos EUA. Em um estudo de polimorfismos do cro- 
mossomo III de D. pseudoohscura obtido de popula¬ 
goes em diferentes locais da regiao de Yosemite em 
Sierra Nevada, Dobzhansky (1948, Genetics 33: 158- 
176) registrou as seguintes frequencias do padrao 
de bandeamento Standard (ST): 


Altitude 


Localizagao 

Frequencia ST 

(em metros) 

Jacksonville 

0,46 

260 

Lost Claim 

0,41 

915 

Mather 

0,32 

1.400 


Aspen 

0,26 

1.890 

Porcupine 

0,14 

2.440 

Tuolumne 

0,11 

2.620 

Timberline 

0,10 

3.000 

Lvell Base 

0,10 

3.200 


O que e interessante em relagao a esses dados? 

24.5 Em um levantamento de variagao genetica detec- 
tavel por eletroforese no gene da alcool desidro- 
genase de Drosophila melanogasten um pesquisador 
encontrou duas formas, denominadas F (rapida) e 
S (lenta) em uma populagao; 32 indivfduos eram 
homozigotos para o alelo F do gene, 22 eram ho- 
mozigotos para o alelo S e 46 eram heterozigotos 
para os alelos Fe S. As frequencias observadas dos 
tres genotipos sao compatfveis com a suposigao 
de que a populagao esta em equilfbrio de Ilar- 
dy-Weinberg? 

24.6 Um pesquisador esta estudando a variagao gene¬ 
tica em populagoes de peixes e usa a PCR para 
amplificar repetigoes de microssatelites em deter- 
minado sftio de um cromossomo (Capftulo 16). O 
diagrama a seguir mostra os produtos de amplifi- 
cagoes fracionados em gel com amostras de DNA 
de dez peixes diferentes. Quantos diferentes alelos 
desse locus de microssatelite sao visfveis no gel? 
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24.7 Na regiao codificadora de um gene, onde seria 
mais provavel encontrar polimorfismos silencio- 
sos? 

24.8 Por que as sequencias nucleotidicas de fntrons sao 
mais polimorficas que as sequencias nucleotidicas 
de exons? 

24.9 As moleculas de DNA e protefna sao “documen- 
tos da historia evolutiva”. Por que as moleculas de 
carboidratos complexos como amido, celulose e 
glicogenio nao sao consideradas “documentos da 
historia evolutiva”? 

24.10 Um geneticista analisou as sequencias de um gene 
clonado de quatro indivfduos diferentes. Os qua- 
tro clones eram identicos, exceto por diferengas 
de alguns pares de bases, uma delegao (desconti- 
nuidade) e uma insergao de elemento transponf- 
vel (TE): 

Sequencias 



Usando essas informagoes, calcule o nurnero mfni- 
mo de mutagoes necessarias para explicar a deriva- 
gao das quatro sequencias (1, 2, 3 e 4) nas seguin- 
tes arvores filogeneticas: 

1 2341 2433 421 





Qual d essas arvores oferece a explicagao mais 
parcimoniosa da historia evolutiva das quatro se¬ 
quencias de DNA? 

24.11 O grupo heme da hemoglobina e mantido em po- 
sigao por histidinas nos polipeptidios da globina. 
Todas as globinas de vertebrados tern essas histi¬ 
dinas. Explique a observagao em termos da Teoria 
Neutra da Evolugao Molecular. 

24.12 Durante o infcio da historia evolutiva dos vertebra¬ 
dos, um gene primordial da globina foi duplicado 


para formar os genes da a e (3-globina. A taxa de 
evolugao dos polipeptidios codificados por esses 
genes duplicados foi estimada em aproximada- 
mente 0,9 substituigao de aminoacido por sftio a 
cada bilhao de anos. Comparando-se a a e a (3-glo- 
binas humanas, o nurnero medio de substituigoes 
de aminoacidos por sftio foi estimado em 0,800. A 
partir dessa estimativa, calcule quando ocorreu o 
evento de duplicagao que produziu os genes da a 
e (3-globina. 

24.13 A ribonuclease, uma protefna que degrada o RNA, 
tern 124 aminoacidos. Uma comparagao entre as 
sequencias de aminoacidos de ribonucleases de 
boi e de rato mostra 40 diferengas. Qual e o nume- 
ro medio de substituigoes de aminoacidos ocorri- 
das por sftio nessas duas linhagens evolutivas? Se 
as linhagens do boi e do rato divergiram de um 
ancestral comum ha 80 milhoes de anos, qual e a 
taxa de evolugao da ribonuclease? 

24.14 Se uma populagao de cruzamento aleatorio segre- 
ga n alelos seletivamente neutros de um gene e 
cada alelo tern a mesma frequencia, qual e a fre- 
quencia de todos os homozigotos na populagao? 

24.15 Se a taxa evolutiva de substituigao de aminoacido 
em uma protefna e K, qual e o tempo medio en¬ 
tre substituigoes sucessivas de aminoacidos nessa 
protefna? 

24.16 A sequencia codificadora do gene da alcool de- 
sidrogenase (Adh) de Drosophila melanogaster e 
constitufda de 765 nucleotfdios (255 codons); 
192 desses nucleotfdios sao funcionalmente silen- 
ciosos, isto e, podem ser modificados sem substi¬ 
tuigao de um aminoacido no polipeptfdio de Adh. 
Em um estudo de variagao genetica no gene Adh, 
Martin Kreitman observou que 13 dos 192 nucleo¬ 
tfdios silenciosos eram polimorficos. Se havia o 
mesmo nfvel de polimorfismos entre os nucleo¬ 
tfdios nao silenciosos do gene Adh, quantos poli¬ 
morfismos de aminoacidos Kreitman teria obser- 
vado nas populagoes estudadas? 

24.17 Como voce explicaria a diferenga de mil vezes das 
taxas evolutivas do fibrinopeptfdio e da histona 3? 

24.18 Um geneticista estudou a sequencia de um gene 
em tres especies, A, B e C. As especies A e B sao 
especies-irmas; a especie C tern parentesco mais 
distante. O geneticista calculou a proporgao de 
substituigoes de nucleotfdios nao sinonimas (NS) 
e sinonimas (S) na regiao codificadora do gene 
de duas maneiras — primeiro, comparando as se¬ 
quencias de genes das especies A e C, e depois, 
comparando as sequencias de genes das especies B 
e C. A razao NS:S para comparagao das especies B 
eCe cinco vezes maior que para comparagao das 
especies A e C. O que sugere essa diferenga nas 
razoes NS:S? 
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24.19 Sequencias repetitivas dispersas, como os elemen- 
tos transpomveis podem ter participado da dupli- 
cagao de re gioes curtas de um genoma. Sugira um 
me can is mo. ( Dica : veja o Capftulo 17.) 

24.20 O embaralhamento de exons e um mecanismo 
que combina exons de diferentes origens em 
uma sequencia coerente que pode codificar uma 
protefna composta, que contem peptfdios de cada 
exon participante. A recomposigao alternativa e 
um mecanismo que possibilita a delegao de exons 
durante a expressao de um gene; o rnRNA produ- 
zido por recomposigao alternativa pode codificar 
polipeptfdios diferentes, mas relacionados (Ca- 
pftulo 19). Qual e a influencia desses dois meca- 
nismos sobre o numero de genes em um genoma 
eucariotico? Esses mecanismos ajudam a explicar 
por que o numero de genes do nematodeo Caeno- 
rabditis elegans nao e muito diferente do numero 
de genes do Homo sapiens ? 

24.21 A Drosophila mauritiana habita a Ilha Maurfcio no 
oceano Indico. A Drosophila simulans, uma paren- 
te proxima, e amplamente distribuida em todo o 
mundo. Que testes experimentais voce faria para 
determinar se D. mauritiana e D. simulans sao espe- 
cies geneticamente diferentes? 

24.22 Aponte as diferengas entre as especiagoes alopatri- 
ca e simpatrica. 

24.23 O gene prune (simbolo pn) esta ligado ao X em 
Drosophila melanogaster. Alelos mutantes desse gene 


tornam os olhos castanhos, em vez de vermelhos. 
Um alelo mutante dominante de outro gene loca- 
lizado em um grande autossomo causa a morte de 
moscas hemizigotas ou homozigotas para pn\ por- 
tanto, esse alelo mutante dominante e denomina- 
do KiUer of prune (simbolo Kpn). Como mutantes 
desse tipo poderiam participar da evolugao do iso- 
lamento reprodutivo entre populagoes? 

24.24 Um segmento de DNA de um individuo pode dife- 
rir em varias posigoes nucleotfdicas de um segmen¬ 
to de DNA correspondente em outro individuo. 
Por exemplo, um individuo pode ter a sequencia 
... A ... G ... C ... e outro individuo pode ter a 
sequencia ... T ... A ... A .... Esses dois segmen- 
tos de DNA diferem em tres posigoes de nucleo- 
tidios. Como os nucleotfdios dentro de cada seg¬ 
mento estao firmemente ligados, tenderao a ser 
herdados juntos como uma unidade, isto e, sem 
ser misturados por recombinagao. Essas unidades 
hereditarias sao denominadas haplotipos de DNA. 
Por meio da amostragem e do sequenciamento 
de DNA, os pesquisadores podem determinar que 
haplotipos de DNA estao presentes em determina- 
da populagao. Quando esse tipo de analise e fei- 
to em populagoes humanas por sequenciamento, 
por exemplo, de um segmento de DNA mitocon- 
drial, constata-se que amostras oriundas da Africa 
apresentam maior diversidade de haplotipo que as 
amostras de outros continentes. O que essa obser- 
vagao nos diz sobre a evolugao humana? 


Gendmica na W e b em http://www.ncbi.nlm.nih.g ov 


1. Pesquise no GenBank AY149291, um fragmento de 
357 pb de DNA mitocondrial (mtDNA) obtido de um 
f ossil de Neandertal encontrado na Alemanha. Use a fer- 
ramenta BLAST para encontrar a sequencia de DNA ho- 
mologa no mtDNA de seres humanos modernos. Quais 
sao as coordenadas da sequencia de DNA do ser huma- 
no moderno? Qual e a semelhanga entre a sequencia de 
Neandertal e a sequencia do ser humano moderno? 

2. Agora use a ferramenta BLAST para encontrar a se¬ 
quencia de DNA homologa no mtDNA de chimpan- 
zes ( Pan troglodytes). Clique no primeiro item da lista 
de resultados e veja a comparagao das sequencias de 
mtDNA do homem de Neandertal e do chimpanze. 
Qual e a semelhanga entre essas duas sequencias? 


3. Agora pesquise no GenBank AF347015, a sequencia 
completa do mtDNA de um ser humano moderno. 
Quando essa sequencia aparecer, copie a parte que 
corresponde ao fragmento de 357 pb do mtDNA de 
Neandertal em um arquivo de texto, delete os nume- 
ros e espagos e, depois, use a sequencia resultante em 
BLAST para comparar essa regiao no mtDNA do ser 
humano moderno com a regiao homologa no mtDNA 
de chimpanze. Qual e a semelhanga entre essas duas 
sequencias? 

4. A partir desse exerefeio, voce pode desenhar uma ar- 
vore filogenetica que mostre as relagoes entre os mtD¬ 
NA do ser humano moderno, do Neanderthal e do 
chimpanze? 














Apendice A 

Regras da Probabilidade 



A teoria da probabilidade indica a frequencia de even- 
tos; por exemplo, a chance de obter o resultado cara ao 
jogar uma moeda, redrar um as do baralho ou obter um 
homozigoto dominante ao cruzar dois heterozigotos. 
Em cada caso, o evento e o resultado de um processo - 
jogar uma moeda, redrar uma carta, gerar um filho. Para 
determinar a probabilidade de um evento especifico, e 
preciso levar em conta todos os possfveis resultados do 
processo. O conjunto de todos os eventos e denominado 
espaco amoslml. Ao jogar uma moeda, o espago amostral 
contem dois eventos, cara e coroa; ao redrar uma carta, 
contem 52, um para cada carta; e a prole de heterozi¬ 
gotos tern ti es, GG, Gg e gg. A probabilidade de um evenlo 
e a frequencia desse evenlo no espaco amoslml. Por exemplo, 
as probabilidades associadas a cada descendente de um 
cruzamento entre dois heterozigotos sao 1/4 (GG), 1/2 
(Gg) e 1/4 (gg). 

Dois tipos de questao surgem com frequencia em pro- 
blemas de probabilidade: {1) Qual e a probabilidade de 
que dois eventos, A e B, ocorram juntos? (2) Qual e a 
probabilidade de ocorrencia de pelo menos um dos dois 
eventos, A ou B? A primeira questao especifica a ocor¬ 
rencia conjunta de dois eventos - e preciso que A e B 
ocorram juntos para satisfazer essa questao. A segunda 
questao e menos rigorosa - se ocorrer A ou B, a condigao 
e satisfeita. Um diagrama simples ajuda a explicar os dife- 
rentes significados dessas duas questoes. 



As figuras no diagrama represen tarn eventos no es- 
paco amostral, e os tamanhos das figuras refletem suas 
frequencias relativas. As superposigdes entre as figuras 
indicam a ocorrencia conjunta de dois eventos. Se nao 
houver superposigao, eles nunca ocorrem juntos. A pri¬ 
meira questao verifica a probabilidade de ocorrencia de 


A e B; essa probabilidade e representada pelo tamanho 
da superposigao dos dois eventos. A segunda questao ve¬ 
rifica a probabilidade de ocorrencia de A ou B; essa pro¬ 
babilidade e representada pela combinagao das figuras 
dos dois eventos, inclusive, e claro, a superposigao delas. 

A regra da multiplicagao: se os eventos A e B forem inde- 
pendentes, a probabilidade de que ocorram juntos, de- 
nominada P(A e B), sera P(A) X P(B). 

Aqui P(A) e P(B) sao as probabilidades dos eventos 
individuais. Observe que independente nao significa au- 
sencia de superposigao no espago amostral. Na verdade, 
os eventos sem superposigao (disjuntos) nao sao inde- 
pendentes, ja que se um ocorre, o outro nao pode ocor¬ 
rer. Em teoria de probabilidade, independente significa 
que um evento nao fornece informaqoes sobre o outro. 
Por exemplo, se uma carta retirada de um baralho for 
um as, nao temos indicagao sobre o naipe da carta. As- 
sim, a retirada de um as de copas representa a ocorrencia 
conjunta de dois eventos independentes - a carta e um 
as (A) e e de copas (C). De acordo com a regra da multi¬ 
plicagao, P(A e C) = P(A) X P(C), e como P(A) = 4/52 e 
P(C) = 1/4, P(AeC) = (4/52) X (1/4) = 1/52. 

A regra da adigao: se os eventos A e B forem independen¬ 
tes, a probabilidade de que pelo menos um deles ocorra, 
denominada P(Aou B), seraP(A) + P(B) - fP(A) X P(B)j. 

Aqui o termo P(A) X P(B), que e a probabilidade de 
que A e B ocorram juntos, e subtrafdo da soma das pro¬ 
babilidades P(A) + P(B), porque a soma inclui esse ter¬ 
mo duas vezes. Como exemplo, suponha que queiramos 
saber a probabilidade de que uma carta retirada de um 
baralho seja um as ou de copas. De acordo com a regra 
da adigao,' P(A ou C) = P(A) + P(C) - [P(A) X P(C)J = 
4/52 + 1/4- [(4/52) X (1/4) J = 16/52. 

Se nao houver superposigao dos dois eventos no es¬ 
pago amostral, a expressao da regra da adigao pode ser 
simplificada: P(A ou B) = P(A) + P(B). Por exemplo, 
suponha que queiramos saber a probabilidade de que 
uma carta retirada de um baralho seja um as ou um rei 
(K). Nao ha superposigao desses dois eventos no espago 
amostral, isto e, eles sao mutuamenle exclusivos. Assim, 
P(A ou K) = P(A) + P(K) = (4/52) + (4/52) = 8/52. 


Apendice B 

Probabilidades Binomiais 


As vezes, a prole dos cruzamentos e segregada em duas 
classes distintas - por exemplo, macho ou femea, saudavel 
ou doente, normal ou mutante, fenotipo dominante ou fe¬ 
notipo recessivo. Para generalizar, podemos designar esses 
dois tipos de prole dePeQe observar que, para qualquer 
individuo da prole, a probabilidade de ser P e /; e a pro- 
babilidade de ser Q e q. Como so existem duas classes, q - 
1 - p. Suponha que o numero total de indivfduos da prole 
seja n e que a produqao de cada um seja independente. 
Podemos calcular a probabilidade binomial de que exata- 
mente x da prole perlenga a uma classe e y a outra: 


Probabilidade de x na classe P e de y na 

n) 


classe Q = 


x! y! 


P x f 


O termo entre colchetes contem tres funqdes fatoriais 
(«.!, x! e y!) e cada uma delas e calculada como uma serie 
decrescente de produtos. Por exemplo, n\ = n(n - 1) (n 
- 2)(« - 3)... (3)(2)(1). O valor de 0!, se necessario, e 
definido como um. Na formula, o termo entre colchetes, 
geralmente denominado coeficiente binomial, conta as 
diferentes formas, ou ordens, nas quais os n indivfduos 
da prole podem ser segregados de modo que x esteja na 
classe P e y esteja na classe Q. O outro termo, p'q\ indica 
a probabilidade de obter determinada forma ou ordem. 
Como todas as ordens sao igualmente provaveis, a multi- 
plicaqao desse termo pelo termo entre colchetes indica a 
probabilidade de obter prole x na classe P e y na classe Q 
qualquer que seja a ordem de ocorrencia. 

Se, para valores fixers de n, p e q, variarmos sistemati- 
camente x e y, podemos calcular todo um conjunto de 
probabilidades. Esse conjunto constitui uma dislribupdo 
binomial de probabilidade. Com a distribuiqao, podemos 
responder a perguntas como “Qual e a probabilidade de 
que x ultrapasse determinado valor?” ou “Qual e proba¬ 
bilidade de que x esteja entre dois valores especfficos?” 
Por exemplo, consideremos uma famflia com seis filhos. 
Qual e a probabilidade de que pelo menos quatro sejam 
meninas? Para responder a essa pergunta, observemos 
que a probabilidade de que qualquer crianqa seja uma 
menina (p) e1/2 e a probabilidade de que seja um meni- 
no (q) tambem e 1/2. Portanto, a probabilidade de que 
exatamente quatro criancas de uma famflia sejam meni¬ 
nas (e dois sejam meninos) e [(6!)/(4! 2!)J(1/2)‘ J (1/2)- 
= 15/64, que e um dos term os na distribuiqao binomial. 


Entretanto, a probabilidade de que pelo menos quatro 
sejam meninas (e no maximo dois sejam meninos) e a 
soma de tres termos dessa distribuiqao: 


Evento 

Formula binomial 

Probabilidade 

4 meninas e 

L(6!)/(4! 2! )J x (1/2) 4 

15/64 

2 meninos 

(1/2)* = 


5 meninas e 

[(6!)/(5! 1!)J x (1/2) 5 

6/64 

1 menino 

(1/2)' = 


6 meninas e 

[(6!)/(6! 0! ) J x (l/2) fi 

1/64 

0 menino 

(1/2)° = 


Portanto, a resposta e (15/64) + (6/64) + (1/64) = 22/64. 

A distribuiqa 

o binomial tambem oferece respostas a ou- 

tros tipos de questoes. Por exemplo, qual 

e a probabilida- 

de de que pelo 

menos uma, mas no maximo quatro crian- 

qas sejam meninas? A resposta e a soma dos quatro termos: 

Evento 

Formula binomial 

Probabilidade 

1 menina e 

[<6!)/(l!5!)j x (1/2) 1 

6/64 

5 meninos 

II 

if: 

5? 


2 meninas e 

L (6!)/(2! 4!) j x (1/2/ 

15/64 

4 meninos 

(1/2) 4 = 


3 meninas e 

[(6!)/(3!3!)j x (1/2) 3 

20/64 

3 meninos 

(1/2/ = 


4 meninas e 

[(6!)/(4! 2! ) j x (1/2/ 

15/64 

2 meninos 

II 

CM 

CM 



Depois de somar, encontramos a resposta, 56/64. 

Consideremos o exemplo apresentado no Capftulo 3. 
Um liomem e uma mulher, ambos heterozigotos para o 
alelo mutante recessivo causador da fibrose cfstica, preten- 
dem ter quatro filhos. Qual e a chance de que um deles 
tenha fibrose cfstica e os outros tres, nao? Ja vimos por 
enumeraqao que a resposta e 108/256 (ver Figitra 3.14). 
No entanto, essa resposta tambem poderia ser obtida pela 
formula binomial. A probabilidade de que determinada 
crianqa seja afetada e p = 1/4, e a probabilidade de que 
nao seja afetada e q = 3/4. O numero total de crianqas e n 
- 4, o numero de criancas afetadas e x= 1, e o numero de 
crianqas nao afetadas e v = 3. Reunindo todos esses dados, 
podemos calcular que a probabilidade de que exatamente 
um dos quatro filhos do casal tenha fibrose cfstica e 

[4!/l! 31J (1/4) 1 (3/4) 3 = 4 X (1/4) X (27/64) = 

108/256 










Apendice C 

Hibridizagao in Situ 



Em 1969, Mary Lou Pardue e Joseph Gall desenvolve- 
ram um procedimento que possibilitava a hibridizagao 
de filamentos simples de DNA radioativos com filamen- 
tos complementares de DNA em cromossomos sobre la- 
minas de vidro. Com esse procedimento, denominado 
hibridizagao in situ , Pardue e Gall puderam determinar 
as localizagdes cromossomicas de sequencias repetitivas 
de DNA. (O termo latino in situ significa “em seu lugar 
original ”; hibridizagao e a formagao de moleculas duplas 
“hfbridas” pelo pareamento de bases de filamentos com¬ 
plementares ou parcialmente complementares de DNA 
ou RNA.) A hibridizagao in situ classica usava a dispersao 
de cromossomos mitoticos sobre lamina de vidro (ver Fi- 
gura 6.1), desnaturagao de DNA nos cromossomos por 
exposigao a alcali (NaOH 0,07 N) por alguns min at os, 
enxague com tampao para remover a solugao alcalina, in- 
cubagao da lamina em solugao de hibridizagao contendo 
copias radioativas da sequencia nucleotfdica de interesse, 
lavagem dos filamentos radioativos nao hibridizados com 
sequencias complementares nos cromossomos, exposi¬ 
gao da lamina a uma emulsao fotografica sensivel a radio- 
atividade de baixa energia, revelagao da autorradiografia 
e superposigao da autorradiografia a uma fotografia dos 
cromossomos (Figura 1A). 

Um dos primeiros experimentos de hibridizagao in 
situ de Pardue e Gall mostrou que a sequencia de DNA 
satelite do camundongo esta localizada em regioes he- 
terocromaticas que flanqueiam os centromeros dos cro¬ 
mossomos de camundongo. O genoma de camundongo 
contem cerca de 10 6 ’ copias dessa sequencia de DNA sate¬ 
lite, que tern cerca de 400 pares de nucleotfdios e consti- 


tui cerca de 10% do genoma do camundongo. Em segui- 
da, fizeram-se estudos semelhantes com os DNA satelites 
de varias outras especies, e essas sequencias de DNA re¬ 
petitive geralmente estao localizadas na heterocromadna 
centromerica ou adjacente aos telomeros. 

Uma sequencia de DNA repetilivo so pode ser identifi- 
cada como DNA satelite se a composigao de bases for su- 
ficientemente diferente da composigao do DNA da ban- 
da principal para produzir uma banda distinta durante 
a centrifugagao por gradiente de densidade. Portanto, a 
centrifugagao nao pode ser usada para idendficar todas 
as sequencias de DNA repetitivo. As sequencias de DNA 
satelite geralmente nao sao expressas; ou seja, nao codifi- 
cam RNA nem produtos proteicos. 

Idoje, os experimentos de hibridizagao in situ coslu- 
mam empregar sondas de hibridizagao ligadas a corantes 
fluorescentes ou a anticorpos marcados com substancias 
fluorescentes (Figura IB e 1G). Em um protocolo, as 
sondas de hibridizagao de DNA ou RNA sao marcadas 
com a vitamina biotina, que se liga com alta afinidade 
a proteina do ovo avidina (Figura IB). Com o uso da 
avidina unida por ligagao covalente a um corante fluo- 
rescente, e possfvel detectar a localizagao cromossomica 
da sonda hibridizada pela fluorescencia do corante. Esse 
procedimento, denominado FISH (Hibridizagao In Situ 
Fluorescente), foi usado para demonstrar a presenga da 
sequencia repetitiva TTAGGG nos telomeros dos cromos¬ 
somos humanos (Figura 1C). O FISH e muito sensivel 
e pode ser usado para detectar as localizagoes de se¬ 
quencias de copia unica em cromossomos humanos em 
mitose e em interfase. 
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■ FIGURA 1 Localizaqao de sequences repetidas de DNA em cromossomos por hibridizacao in situ realizada com sondas radioativas (A) ou 
sondas fluorescentes {B e C). O procedimento de hibridizacao in situ desenvolvido por Pardue e Gall e mostrado em (A). O uso de corantes 
fluorescentes para localizar a sequencia repetidaTTAGGG nos telomeros de cromossomos humanos e ilustrado em (B), e uma fotomicrografia 
que mostra sua localizacao telomerica e mostrada em (C). 














































Apendice D 

Evidencias de um RNA 
Mensageiro Instavel 


A primeira evidencia da existencia de um RNA interme¬ 
diary na sintese de proteinas surgiu nos estudos de Elliot 
Volkin e Lawrence Astrachan em bacterias infectadas por 
virus bacterianos. Os resultados, publicados em 1956, su- 
geriram que a sintese de proteinas virais em bacterias vi- 
rais incluia a participagao de moleculas de RNA instaveis 
especificadas por DNA viral. Volkin e Astrachan observa- 
ram Lima explosao de sintese de RNA apos infecgao de 
celulas de E. coli pelo bacteriofago T2. Marcando o RNA 
com o isotopo radioativo 33 P, eles mostraram que as mo¬ 
leculas de RNA recem-sintetizadas eram instaveis, com 
meia-vida de apenas alguns minutos. Alem disso, mos- 
traram que a composigao nucleotidica dos RNA instaveis 
era semelhante a composigao do DNA de T2 e diferente 
da do DNA de E. coli Os resultados logo foram ampliados 
por estudos em outros laboratories. 

Em 1961, Sol Spiegelman e colaboradores relataram 
que os RNA instaveis sintetizados em celulas infectadas 
por fago T4 poderiam formar duplex de RNA-DNA com 
DNA de T4 desnaturado, mas nao com DNA de E. coli 
desnaturado. Eles marcaram bacterias com pulsos de 
3 H-uridina em varios momentos depois da infecgao com 
o fago T4, isolaram todo o RNA dessas celulas e verifica- 
ram se as moleculas de RNA radioativo se hibridizaram 
com DNA de E. coli ou DNA de fago T4. O experimento 
e apresentado em diagrama na Figura 1. 


Os resultados (Figura 2) mostraram que a maioria das 
moleculas de RNA de curta duragao sintetizadas apos in¬ 
fecgao era complementar a fLlamentos simples de DNA 
de fago !'4 e nao complementar a filamentos simples de 
DNA de E. coli Esse achado indicou que elas eram pro- 
duzidas a partir de moldes de DNA do fago T4, nao de 
moldes de DNA de E. coli. 

No mesnio ano era que Spiegelman e colegas publi- 
caram sens resultados, Sydney Brenner, Frangois Jacob 
e Matthew Meselson demonstraram que as proteinas do 
fago T4 eram sintetizadas em ribossomos de E. coli As- 
sim, as sequencias de aminoacidos de proteinas T4 nao 
eram controladas por componentes dos ribossomos. Em 
vez disso, os ribossomos eram as bancadas de trabalho 
nas quais ocorria a sintese proteica, mas nao garantiam 
as especificagoes para proteinas individuais. Esses resul¬ 
tados reforgaram a ideia, proposta formalmente pela pri¬ 
meira vez por Frangois Jacob e Jacques Monod em 1961, 
de que essas moleculas de RNA instaveis carreavam as 
especificagoes para as sequencias de aminoacidos de pro- 
dutos genicos individuais dos genes para os ribossomos. 
As pesquisas subsequentes estabeleceram com firmeza 
o papel desses RNA instaveis, agora denominados RNA 
mensageiros ou mRNA, na transferencia de informagoes 
geneticas dos genes para os sitios de sintese proteica no 
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■ figura 2 Rapida mudanga da transcrigao de genes de E. coli para 
genes de fago 14 em bacterias infectadas porT4. 


I FIGURA l Experiment de Spiegelman. 




























Apendice E 

Taxas Evolutivas 


As sequencias de nucleotfdios e aminoacidos sao os da¬ 
dos fundamentals para estudo da evolugao molecular. 
Uma vez alinhadas as sequencias homologas de diferen- 
tes organismos, podemos detenninar quantas posigoes 
nas moleculas sao iguais ou diferentes; entao, com a ajLi¬ 
da de dados de fosseis sobre a historia dos organismos, 
podemos estimar a taxa de evolugao molecular. 

O caso mais simples e a comparagao das sequencias 
de aminoacidos de do is polipeptfdios homologos. Con- 
sidere, por exemplo, os dois polipeptfdios mostrados na 
Figura 1. Em tres das quatro posigoes nesses dois polipep- 
tfdios, os aminoacidos sao identicos; 11 a posigao remanes- 
cente, eles sao diferentes - glicina em um polipeptfdio 
e serina no outro. Essa diferenga de apenas um aminoa- 
cido indica que houve pelo menos uma substituigao de 
aminoacido durante a evolugao dos dois polipeptfdios. 
O aminoacido ancestral pode ter sido a serina, caso em 
que a glicina em um polipeptfdio representa um evento 
de substituigao, ou o aminoacido ancestral pode ter sido 
a glicina, caso em que a serina 110 outro polipeptfdio re¬ 
presenta um evento de substituigao. 

Entretanto, a historia desses polipeptfdios pode ser 
mais complicada. O aminoacido ancestral na posigao va- 
riavel pode ter sido outro que nao a serina ou a glicina, 
por exemplo, arginina. Nesse caso, os dois polipeptfdios 
descendentes sofreram substituigdes de aminoacidos du¬ 
rante sua evolugao. Assim, o numero mfnimo de subs¬ 
tituigdes de aminoacidos seria dois. Dizemos “mfnimo” 
porque podem ter ocorrido multiplas substituigdes 11 a 
posigao variavel de qualquer um dos polipeptfdios des¬ 
cendentes durante sua evolugao. Desse modo, concen- 
trando-se nas diferengas de aminoacidos em posigoes 
correspondentes em polipeptfdios homologos, nao e pos- 
sfvel con tar o niimero real de substituigdes de aminoa- 



i 


150 milhoes 
de anos 


■ FIGURA i Comparagao de dois polipeptfdios homologos que evolui- 
ram de maneira independente por 150 milhoes de anos. 


cidos ocorridas. Tudo que podemos dizer e que houve, 
no minimo, uma substituigao desse tipo. Essa incerteza 
atrapalha a estimativa da taxa de evolugao molecular, 
que, afinal, e o numero total de substituigdes de aminoa¬ 
cidos ocorridas dividido pelo tempo total de evolugao 
dos polipeptfdios. 

Para contornar esse problema, voltamos a atengao - 
paradoxalmente - para os aminoacidos que sao iguais nos 
dois polipeptfdios. Esses aminoacidos provavelmente nao 
se modificaram em nenhum dos polipeptfdios desde que 
as duas linhagens divergiram de um ancestral comum. 
Assim, oferecem informagoes sobre a probabilidade de 
que nao ocorra uma substituigao de aminoacido duran¬ 
te a evolugao. Se pudermos estimar essa probabilidade, 
podemos contornar a situagao e estimar a probabilidade 
de que ocorra uma substituigao e, a partir deLa, obter a 
taxa evolutiva. 

Suponha que S seja a proporgao de aminoacidos 
iguais nos dois polipeptfdios - em nosso exemplo, S 

- 0,75 — e suponha que v seja a probabilidade de que 
ocorra uma substituigao de aminoacido em um sftio de 
um dos polipeptfdios durante 1 ano do tempo evolutivo 

- ou seja, yea taxa anual de substituigao de aminoacido 
por sftio nesses polipeptfdios. Ao definirmos v dessa for¬ 
ma, 1 - v e a probabilidade de que nao haja substituigao 
de aminoacido em um sftio em qualquer ano do tempo 
evolutivo. 

A partir do registro fossil podemos detenninar quan- 
do as duas linhagens que tern esses polipeptfdios divergi¬ 
ram de um ancestral comum. Nos polipeptfdios da Figu¬ 
ra 1, essa divergencia ocorreu ha 150 milhoes de anos. De 
modo geral, se o tempo desde a divergencia do ancestral 
comum e de T anos, entao o tempo evolutivo total das 
duas linhagens e T + T = 2 T anos. Essa soma represen¬ 
ta o numero total de oportunidades anuais de que haja 
uma substituigao de aminoacido em determinado sftio 
nos polipeptfdios em evolugao. Tambem representa o 
numero total de oportunidades anuais de que nao haja 
substituigao nesse sftio. Assim, no fim do processo evo¬ 
lutivo, a probabilidade de que nao tenha ocorrido uma 
substituigao de aminoacido em determinado sftio em ne¬ 
nhum dos polipeptfdios e o produto de todas as chances 
independentes individuals de que isso nao ocorra, o que 
e igual a (1 -v) ri . Em outras palavras, a probabilidade de 
que aminoacidos correspondentes nos dois polipeptfdios 
tenham permanecido os mesmos durante o processo evo¬ 
lutivo e a probabilidade de que nenhum deles tenha se 
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modificado em nenhum ano, que e (1 — v) 2T . Podemos 
estimar essa probabilidade pela proporgao de aminoa- 
cidos que sao iguais atualmente nos dois polipeptfdios 
- isto e, por S. Assim, 

S= ( l-v) 2T 

Para encontrar v, a taxa anual de substituigao de aminoa- 
cido por sftio, calculamos o logaritmo natural de ambos 
os lados da equagao. 

In S = ln(l — v)‘ n 
In 5= 2Tln{l - v) 

Como v e um numero muito pequeno — na verdade, bem 
proximo de zero — In (1 - v) e quase igual a — v (a curva lo- 
garftmica e quase linear quando o argumento da fungao 
logarftmica e proximo del). Assim, 

In S = -2 Tv 

o que significa que 

v- (-In S)/2T 

Com essa formula, podemos estimar a taxa de evolugao 
molecular de dois polipeptfdios homologos pelo (1) cal- 
culo da proporgao de sftios iguais nos dois, (2) determi- 
nagao do logaritmo natural dessa proporgao e depois (3) 
divisao pelo tempo evolutivo decorrido total. Em nosso 
exemplo, S- 0,75 e 2T = 300 milhoes de anos; assim v e 
[-ln(0,75)]/300 - 0,97 substituigao de aminoacidos por 
sftio a cada bilhao de anos. 

Como discutido anteriormente, alguns dos sftios de 
aminoacidos diferentes em dois polipeptfdios muda- 
ram uma vez, outros mudaram duas vezes e ainda outros 
mudaram varias vezes durante o processo evolutivo. A 
quantidade 27h e o numero medio de substituigoes de 
aminoacidos ocorridas por sftio durante a evolugao dos 
polipeptfdios. Partindo do princfpio de que as substituigoes 
de aminoacidos sao aleatorias e independentes ao longo 
do tempo, podemos usar essa media para calcular a proba¬ 
bilidade de que um sfdo tenha se modificado um numero 
especffico de vezes. O calculo usa a f ormula para uma distri- 
buigao de probabilidade muito usada por cientistas. E deno- 
minada distribuigdo de probabilidade de Poisson. No contexto da 
evolugao molecular, a formula de Poisson e 


Probabilidade de que ocorram n modificagoes em um 
sftio de aminoacido = e~ 2Tv (2Tv) n /nl 

O numero medio de substituigoes de aminoacidos ocor¬ 
ridas por sftio (2 Tv) aparece duas vezes nessa formula 
- como expoente do primeiro termo e como argumento 
da fungao de potencia no segundo termo. Assim, e o pa- 
rametro essencial da formula de Poisson. 

Em nosso exemplo, 2Tv e estimado por -InS = 
-In (0,75) como 0,29 substituigao de aminoacido por sf¬ 
tio. Essa estimativa e um pouco maior que a proporgao 
de aminoacidos diferentes nos dois polipeptfdios (1 — 5 = 
0,25) porque leva em conta a possibilidade de que tenha 
havido multiplas substituigoes em sftios de aminoacidos 
individuais. Dizemos que 2Tv e o numero de diferengas 
de aminoacidos corrigido pelo metodo de Poisson entre 
os dois polipeptfdios. 

Com uma estimativa de 2 Tv, podemos usar a formula 
de Poisson para calcular a probabilidade de que determi- 
nado sftio de aminoacido tenha se modificado exatamen- 
te uma vez, duas vezes, e assim por diante. 

Probabilidade de uma modificagao = e~ 2Tv (2Tv) = 0,22 
Probabilidade de duas modificagoes - e~ riv (2Tv) 2 /2 = 0,03 

A probabilidade de que nao tenha havido modificagoes e 

Probabilidade de nenhuma modificagao = e~ 21 v - 0,75 

Nesse exemplo, a probabilidade de que tenha havido 
mais de duas modificagoes e desprezfvel. No entanto, 
se o parametro de Poisson 2Tv fosse maior, poderia ha¬ 
ver chance de multiplas modificagoes. Por exemplo, se 
2Tv- 0,7, a probabilidade de tres modificagoes em um sftio 
e 0,03, e a probabilidade de quatro modificagoes e 0,005. 

Os procedimentos estatfsticos analogos a corregao 
de Poisson foram desenvolvidos para estimar taxas evo- 
lutivas a partir de comparagoes de sequencias de DNA 
homologas. Entretanto, esses procedimentos sao mais 
complexos porque a identidade de um nucleotfdio em 
duas sequencias de DNA nao significa necessariamente 
que esse nucleotfdio permaneceu inalterado durante a 
evolugao dessas sequencias. Os metodos para lidar com 
essa questao sao encontrados em textos especializados so- 
bre o tema da evolugao molecular. 


Respostas dos Problemas 

de Numero Impar 



Capftulo 1 

1.1 Mendel formnlou a hipotese dos fate res transmis- 
siveis - genes - para explicar a heranga das ca- 
racterfsticas. Ele descobriu que os genes existem 
em diferentes formas, que agora chamamos de 
alelos. Cada organismo tem duas copias de cada 
gene. Durante a reprodugao, uma das copias e in- 
corporada aleatoriamente a cada gameta. Quan- 
do os gametas masculino e feminino se unem na 
fertilizagao, o numero de copias do gene volta a 
ser dois. Diferentes alelos podem coexistir em um 
organismo. Durante a produgao de gametas eles 
se separam sent que tenliam sido alterados pela 
coexistencia. 

1.3 As bases presentes no DNA sao adenina, timina, 
guanina e citosina; as bases presentes no RNA 
sao adenina, uracila, guanina e citosina. O agucar 
do DNA e a desoxirribose; o agucar do RNA e a 
ribose. 

1.5 TAACGGCAG. 

1.7 GAAGGGUCT. 

"S 

1.9 As vezes o DNA e sintetizado a partir do RNA em 
um processo denominado transcrigao reversa. 
Esse processo tem um papel importante nos ciclos 
vitais de alguns virus. 

1.11 As duas formas mutantes do gene da p-globina sao 
denominadas alelos. Como nenhum dos alelos 
mutantes pode especificar um polipeptidio “nor¬ 
mal”, um individuo com as duas formas mutantes 
provavelmente teria anemia. 

Capitulo 2 

2.1 Os agucares combinam-se para formar carboidra- 
tos; os aminoacidos combinam-se para formar 
proteinas. 

2.3 Em uma celula eucariotica os muitos cromosso- 
mos estao contidos em uma estrutura limitada por 
membrana denominada nucleo; os cromossomos 
das celulas procarioticas nao estao contidos em 


um compartimento subcelular especial. As celulas 
eucarioticas geralmente tem um sistema interno 
de membranas bem desenvolvido, e tambem tem 
organelas subcelulares delimitadas por membra¬ 
nas, como mitocondrias e cloroplastos; as celu¬ 
las procarioticas geralmente nao tem sistema de 
membranas internas (embora algumas tenham) 
nem organelas delimitadas por membranas. 

2.5 Os cromossomos procarioticos geralmente sao 
menores que os cromossomos eucarioticos; alern 
disso, os cromossomos procarioticos sao circu¬ 
lates, enquanto os eucarioticos sao lineares. Por 
exemplo, o cromossomo circular de E. coli, um 
procarioto, tem cerca de 1,4 mm de circunferen- 
cia. Em contraposigao, um cromossomo humano 
linear pode ter de 10 a 30 cm de comprimento. 
Os cromossomos procarioticos tambem tem uma 
composigao comparativamente simples: DNA, al- 
guma quantidade de RNA e alguma quantidade 
de proteina. Os cromossomos eucarioticos sao 
mais complexos: DNA, alguma quantidade de 
RNA e grande quantidade de proteina. 

2.7 A interfase geralmente e mais demorada que a 
fase M. Durante a interfase, e preciso que haja sin- 
tese de DNA para replicagao de todos os cromos¬ 
somos. Tambem e necessario que haja sintese de 
outros materiais no preparo para a divisao celular 
que esta por vir. 

2.9 (1) Aiafase: (f), (h); (2) metafase: (e), (i); (3) 
profase: (b), (c), (d); (4) telofase: (a), (g). 

2.11 Nao e esperado o pareamento dos cromossomos 
11 e 16 durante a meiose; esses cromossomos sao 
heterologos, nao homologos. 

2.13 O crossing over ocorre depots da duplicagao dos cro¬ 
mossomos nas celulas em meiose. 

2.15 A disjungao cromossomica ocorre durante a ana- 
fase I. A disjungao das cromatides ocorre durante 
a anafase II. 

2.17 Em eucariotos, aparentemente nao ha nitida re- 
lagao entre o tamanho do genoma e o numero 
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de genes. Por exemplo, os seres humanos, com 
3,2 bilhoes de pares de bases de DNA genomico, 
tem cerca de 20.500 genes, e as plantas Arabidop- 
sis, com cerca de 150 milhoes de pares de bases 
de DNA genomico, tem quase o mesmo numero 
de genes que os seres humanos. No entanto, em 
procariotos ha correlagao estreita entre o numero 
de genes e o tamanho do genoma, provavelmente 
porque a quantidade de DNA nao genico e muito 
pequena. 

2.19 E um tan to surpreendente o fato de que os cro- 
mossomos de levedura sejam, em media, menores 
que os cromossomos de E. coli porque, em regra, 
os cromossomos eucarioticos sao maiores que os 
cromossomos procarioticos. A levedura e uma ex- 
cegao porque seu genoma — que tem quase o tri- 
plo do tamanho do genoma de E. coli—e distribuf- 
do em 16 cromossomos. 

2.21 Um dos nucleos do grao de polen funde-se ao nu- 
cleo da oosfera no gametofito feminino e forma o 
zigoto, que da origem a um embriao e, por fim, a 
um esporofito. O outro nucleo do grao de polen 
geneticamente funcional funde-se a dois nucleos 
no gametofito feminino e forma um nucleo tri- 
ploide, que da origem a um tecido triploide, o en- 
dosperma; esse tecido nutre o embriao do vegetal 
em desenvolvimento. 

2.23 (a) 5, (b) 5, (c) 15, (d) 10. 

Capitulo 3 

3.1 (a) Todas altas; (b) 3/4 altas, 1/4 ana; (c) todas 
altas; (d) 1/2 alta, 1/2 ana. 

3.3 Os dados sugerem que a cor da pelagem e contro- 
lada por um unico gene com dois alelos, C (cinza) 
e c (albino), e que C e dominante em relagao a 
c. Com base nessa hipotese, os cruzamentos sao: 
cinza (CC) X albino (cc) —> F L cinza (Cc); F } X 
¥ { —> 3/4 cinza (1 CC: 2 Cc), 1/4 albino (cc). Os 
resultados esperados na F sao 203 cinza e 67 al¬ 
binos. Para comparar os resultados observados e 
esperados, calcule x 2 com um grau de liberdade: 
(198 - 203)7203 + (72 - 67)767 - 0,496, que nao 
e relevante no nfvel de 5%. Portanto, os resultados 
estao de acordo com a hipotese. 

3.5 (a) Quadriculada, vermelha (CC BB) X lisa, cas- 
tanha (cc bb) —> F toda quadriculada, vermelha 
(Cc Bb); (b) Prole F 2 : 9/16 quadriculada, verme¬ 
lha (C B-), 3/16 lisa, vermelha (cc B-), 3/16 qua¬ 
driculada, castanha (C bb), 1/16 lisa, castanha 
(cc bb ). 

3.7 Na prole F com pelagem longa e preta, a propor¬ 
gao genotfpica e 1 BB RR: 2 BB Rr. 2 Bb RR: 4 Bb Rr, 
assim, 1/9 dos coelhos com pelagem longa e preta 
e homozigoto para os dois genes. 


3.9 

Gametas da F Genotipos da F Fenotipos da F 

iajl 3 2 

(b) 2X2 = 4 3 X 3 = 9 2X2 = 4 

(c) 2 X 2 X 2 = 8 3X3X3 = 27 2X2X2 = 8 

(d) 2" 3" 2™, em que neo 

numero de genes 

3.11 (a) 1, rejeigao; (b) 2, rejeigao; (c) 3, aceitagao; (d) 

3, aceitagao. 

3.13 x 2 = (30 - 25)725 + (20 - 25)725 = 2, que e rne- 
nor que 3,84, o valor de 5% critico para a estatfs- 
tica de qui-quadrado com um grau de liberdade; 
consequentemente, a proporgao de segregagao 
observada esta de acordo com a proporgao espe- 
rada de 1:1. 

3.15 Metade dos filhos de casamentos Aa x aa teria al- 
binismo. Em uma famflia com tres filhos, a chance 
de que um nao seja afetado e dois sejam afetados 
e 3 X (1/2) 1 X (1/2) 2 = 3/8. 

3.17 Homem (Ccfj) X mulher (cc Fj). (a) ccff, (1/2) X 
(1/2) = 1/4; (b) Ccff, (1/2) X (1/2) = 1/4; (c) ccFf 
(1/2) X (1/2) = 1/4; (d) CcFf (1/2) X (1/2) = 1/4. 

3.19 (1/2) 3 = 1/8. 

3.21 (20/64) + (15/64) + (6/64) + (1/64) = 42/64. 

3.23 (a) (1/2) X (1/4) = 1/8; (b) (1/2) X (1/2) X 
(1/4) = 1/16; (c) (2/3) X (1/4) = 1/6; (d) (2/3) 
X (1/2) X (1/2) X (1/4) = 1/24. 

3.25 No casamento III-l X III-2, a chance de ter um 
filho afetado e de 1/2. No casamento IV-2 X IV-3, 
a chance e igual a zero. 

3.27 1/2. 

3.29 Aparentemente, o pesquisador obteve uma pro¬ 
porgao nao mendeliana porque estudou somente 
famflias que tem pelo menos uma crianga com al- 
binismo. Nessas famflias, tanto o pai quanto a mae 
sao heterozigotos para o alelo mutante causador 
do albinismo. Entretanto, outros casais na popu- 
lagao tambem podem ser heterozigotos para esse 
alelo, mas, por puro acaso, nao tiveram filhos com 
albinismo. Se um homem e uma mulher sao por- 
tadores heterozigotos do alelo mutante, a chance 
de que um filho nao tenha albinismo e de 3/4. 
Portanto, a chance de que quatro filhos nao te- 
nham albinismo e (3/4) 1 = 0,316. Em toda a po- 
pulagao de famflias nas quais pai e mae heterozi¬ 
gotos tiveram um total de quatro filhos, o numero 
medio de criangas afetadas e 1. Entre as famflias 
nas quais pai e mae heterozigotos tiveram pelo 
menos uma crianga afetada em um total de quatro 
filhos, a media tem de ser maior que 1. Para cal- 
cularmos essa media condicional, indiquemos como 
x o numero de filhos com albinismo e como P(x), 
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a probabilidade de que exatamente x dos quatro 
filhos tenham albinismo. Portanto, o numero me¬ 
dio de filhos afetados nas famflias em que pelo 
menos um dos quatro filhos e afetado — isto e, a 
media condicional - e X xP(x )/[ 1 — P(0) ], no qual 
a soma comega com 1 e termina com x - 4. Ini- 
ciamos a soma com x - 1 porque e preciso excluir 
os casos em que nenhum dos quatro filhos e afeta¬ 
do. O divisor [1 — P(0)] e a probabilidade de que 
o casal tenha pelo menos um filho afetado entre 
os quatro. Agora P(0) - 0,316 e X xP(x) - 1. Por¬ 
tanto, a media que procuramos e simplesmente 
1/(1 — 0,316) = 1,46. Se, no subgrupo de famflias 
com pelo menos um filho afetado, o numero me¬ 
dio de filhos afetados for 1,46, entao o numero 
medio de filhos nao afetados sera 4 - 1,46 - 2,54. 
Assim, a proporgao esperada de filhos nao afeta¬ 
dos e afetados nessas famflias e de 2,54:1,56 ou 
1,74:1, que foi o observado pelo pesquisador. 


Capitulo 4 

4.1 MeMN. 

4.3 

Pais 

(a) amarelos X amarelo 

(b) amarelo X ventre 
claro 

(c) preto e casta- 
nho-amarelado X ama¬ 
relo 

(d) ventre claro X ven¬ 
tre claro 

(e) ventre claro X ama¬ 
relo 

(f) agouti X preto e 
castanho-amarelado 

(g) preto e casta¬ 
nho-amarelado X preto 

(h) amarelo X agouti 

(i) amarelo X amarelo 


Prole 

2 amarelos: 1 ventre claro 

2 amarelos: 1 ventre claro: 

1 preto e castanho-amarelado 

2 amarelos: 1 preto e casta¬ 
nho-amarelado: 1 preto 

todos com ventre claro 

1 amarelo: 1 ventre claro 

1 agouti: 1 preto e casta¬ 
nho-amarelado 

1 preto e castanho-amarelado: 
1 preto 

1 amarelo: 1 ventre claro 

2 amarelos: 1 ventre claro 


4.5 (a) todos AB; (b) 1A:1B; (c) 1 A: 1 B: 1 AB: 1 O; 
(d) 1 A 1 O. 

4.7 Nao. A mulher e PP. Um homem poderia ser PP 
ou Pi; o outro poderia ser I B P ou Pi. Ante a in- 
certeza acerca do genotipo de cada homem, qual- 
quer um deles poderia ser o pai da crianga. 

4.9 A mulher e ii L M L M ; o homem e PP L M L N ; os tipos 
sangumeos das criangas serao A e M, A e MN, B e 
M, e B e MN, todos em igual probabilidade. 

4.11 Os indivfduos III-4 e III-5 sao necessariamente ho- 
mozigotos para mutagoes recessivas em diferentes 
genes; ou seja, um e aa BB e o outro e AA bb; ne¬ 
nhum dos filhos e surdo porque todos sao hetero- 
zigotos para os dois genes (Aa Bb). 


4.13 Nao. O teste de alelismo nao pode ser feito com 
mutagoes dominantes. 

4.15 A mae e Bbe o pai e bb. A chance de que uma filha 
seja Bb e 1/2. (a) A chance de que a filha tenha 
um filho calvo e (1/2) X (1/2) - 1/4. (b) A chan¬ 
ce de que a filha tenha uma filha calva e igual a 
zero. 

4.17 (a) 3/4 com crista noz, 1/4 com crista rosa; (b) 
1/2 com crista noz, 1/2 com crista ervilha; (c) 
3/8 com crista noz, 3/8 com crista rosa, 1/8 com 
crista ervilha, 1/8 com crista simples; (d) 1/2 com 
crista rosa, 1/2 com crista simples. 

4.19 12/16 com fruto branco, 3/16 com fruto amarelo, 
1/16 com fruto verde. 

4.21 9/16 com olhos vermelho-escuros (tipo selvagem), 
3/16 com olhos roxo-acastanhados, 3/16 com 
olhos vermelho-brilhantes, 1/16 com olhos bran- 
cos. 

4.23 9 com pelagem preta: 39 com pelagem cinza: 
16 com pelagem branca. 

4.25 (a) roxa X vermelha; (b) proporgao com semen- 
tes brancas (aa) - 1/4; (c) proporgao de prole 
vermelha (A- B- G dd) = (3/4) (3/4) (3/4) (1/2) = 
27/128, proporgao de prole branca (aa) = 1/4 = 
32/128, proporgao de prole azul (A- B- cc Dd) ~ 
(3/4) (3/4) (1/4) (1/2) =9/128. 

4.27 (a) Como a segregagao da F e de aproximada- 
mente 9 vermelhas: 7 brancas, a cor das flores se 
deve a epistasia entre dois genes de distribuigao 
independente: vermelho = A- B- e branco = cul B-, 
A- bb ou aa bb. (b) Precursor incolor -A —> produto 
incolor - B — * pigmento vermelho. 

4.29 ^ = (1/2) 3 =1/32;^ = 2 X (l/2) 6 = 1/32; F r = 2 X 
(1/2) 7 =1/64. 

4.31 O heredograma e o seguinte: 



\ / 

o 

O coeficiente de relagao entre a prole dos dois 
casais e obtido pelo calculo do coeficiente de en- 
dogamia do filho imaginario de um casamento 
desses filhos e multiplicagao desse numero por 2: 
[(1/2) 5 X 2] X 2=1/8. 

4.33 O comprimento medio da espiga do milho obtido 
por cruzamento aleatorio e de 24 cm, e o do milho 
de uma geragao de autofertilizagao e de 20 cm. O 
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coeficiente de endogamia da prole de uma gera- 
gao de autofertilizagao e 1/2, e o coeficiente de 
endogamia da prole de duas geragoes de autofer¬ 
tilizagao e (1/2) (1 + 1/2) = 3/4. Ha previsao de 
declmio linear do comprimento medio da espiga 
(F) de acordo com a equagao Y- 24 — b F ' em que 
be o coeficiente angular da reta. Pode-se calcular 
o valor de b a partir dos dois valores de Y dados. 
A diferenga entre esses dois valores (4 cm) corres- 
ponde a um aumento de Ade 0 para 1/2. Assim, 
b- 4(1/2) = 8 cm, e para F- 3/4, o comprimento 
medio da espiga previsto e Y - 24 — 8 X (3/4) - 
18 cm. 

Capftulo 5 

5.1 O espermatozoide determinante do sexo masculi- 
no tem um cromossomo Y; o espermatozoide de¬ 
terminante do sexo feminino tem um cromosso¬ 
mo X. 

5.3 Todas as femeas terao corpo verde, e todos os ma¬ 
chos terao corpo rosado. 

5.5 XX e femea, XY e macho, XXY e femea, XXX e fe- 
mea (mas dificilmente viavel), XO e macho (mas 
esteril). 

5.7 Nao. A discromatopsia e causada por uma mu- 
tagao ligada ao X. O cromossomo X do filho e 
oriundo da mae, nao do pai. 

5.9 O risco para a crianga e P (mae C/c ) X P (mae 
transmitir c) X P (crianga de sexo masculino) = 
(1/2) X (1/2) X (1/2) = 1/8; se o casal ja teve 
um filho com discromatopsia, P (mae C/c ) = 1, e o 
risco de cada filho subsequente e 1/4. 

5.11 Cada uma das filhas com olhos vermelhao foi pro- 
duzida necessariamente pela uniao de um ovocito 
X ( v) X (f) com um espermatozoide que tem Y. Os 
ovocitos duplo-X originaram-se obrigatoriamen- 
te da nao disjungao do cromossomo X durante a 
ovocitogenese na mae. Entretanto, nao podemos 
determinar se a nao disjungao ocorreu na primei- 
ra ou na segunda divisao meiotica. 

5.13 Cada uma das raras filhas com olhos brancos foi 
produzida necessariamente pela uniao de um 
ovocito X(w) X(uj) com um espermatozoide que 
tem Y. Os raros ovocitos duplo-X originaram-se 
obrigatoriamente da nao disjungao do cromos¬ 
somo X durante a segunda divisao meiotica na 
mae. 

5.15 Feminino. 

5.17 Homem. 

5.19 (a) Feminino; (b) intersexo; (c) intersexo; (d) 
masculino; (e) feminino; (f) masculino. 

5.21 A Drosophila nao obtem compensagao de dose por 
inativagao de um dos cromossomos X em femeas. 


5.23 Como o centromero esta na extremidade de cada 
pequeno cromossomo X, mas no meio do cromos¬ 
somo Y maior, X e X emparelham-se no centro¬ 
mero de Y durante a metafase. Entao, durante a 
anafase, os dois cromossomos X sofrem disjungao 
e separam-se do cromossomo Y. 

Metafase Anafase 



5.25 A cor dos olhos de canarios e determinada por 
um gene no cromossomo Z, que esta presente em 
duas copias nos machos e uma copia nas femeas. 
O alelo para cor rosa ao nascer ( p ) e recessivo em 
relagao ao alelo para cor preta ao nascer (F ). Nao 
ha gene para cor dos olhos no outro cromossomo 
sexual (W), presente em uma copia nas femeas e 
ausente nos machos. As aves parentais tem geno- 
tipo p/W (femeas canela) e P/P (machos verdes). 
Os machos da F tinham genotipo p/P (com olhos 
pretos ao nascer). Quando os machos daF foram 
cruzados com femeas verdes (genotipo P/W ), pro- 
duziram prole F y dividida em tres categorias: ma¬ 
chos com olhos pretos ao nascer (P/-, me tad e da 
prole), femeas com olhos pretos ao nascer ( P/W, 
um quarto da prole), e femeas com olhos rosa ao 
nascer {p/W, um quarto da prole). Quando os ma¬ 
chos da F foram cruzados com femeas canela (ge¬ 
notipo p/W ), produziram prole F dividida em qua- 
tro categorias de frequencias iguais: machos com 
olhos pretos ao nascer (genotipo P/p), machos com 
olhos rosa ao nascer (genotipo p/p), femeas com 
olhos pretos ao nascer (genotipo P/W) e femeas 
com olhos rosa ao nascer (genotipo p/W). 

Capftulo 6 

6.1 Uso de uma das tecnicas de bandeamento. 

6.3 Em alotetraploides, pode haver pareamento de 
cada membro dos diferentes conjuntos de cro¬ 
mossomos com um homologo durante a profase I, 
seguido por disjungao durante a anafase I. Em tri- 
ploides, a disjungao e irregular porque os cromos¬ 
somos homologos associam-se durante a profase I 
formando bivalentes e univalentes ou form an do 
trivalentes. 

6.5 O vegetal fertil e um alotetraploide com 7 pares 
de cromossomos da especie A e 9 pares de cromos¬ 
somos da especie B; o numero total de cromosso¬ 
mos e (2 X 7) + (2 X 9) = 32. 

6.7 XX e feminino, XY e masculino, XO e feminino 
(mas esteril), XXX e feminino, XXY e masculino 
(mas esteril), XYY e masculino. 
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6.9 A mosca e um ginandromorfo, ou seja, um mosai- 
co sexual. O tecido amarelo e X(j)/0 e o tecido 
cinza e X(jj)/X(+). Esse mosaicismo foi causado 
pela perda do cromossomo X que tinha o alelo sel- 
vagem, provavelmente durante uma das divisoes 
iniciais da clivagem embrionaria. 

6.11 A nao disjungao ocorreu obrigatoriamente na mae. 
A mulher com discromatopsia e slndrome de Tur¬ 
ner foi produzida pela uniao de um espermatozoi- 
de com X, que tinha o alelo mutante para discro¬ 
matopsia, e um ovocito nulo-X. 

6.13 Homens XYY teriam mais filhos com anormalida- 
des dos cromossomos sexuais em razao da disjun¬ 
gao irregular de seus tres cromossomos sexuais 
durante a meiose. Essa disjungao irregular produz 
uma variedade de gametas aneuploides, que in- 
clui as const!tuigoes cromossomicas XY, YY. XYY e 
ausencia de cromossomo sexual. 

6.15 (a) Delegao: 

3_^4 

1 2 V J 5 6 7 8 

1 2 5 6 7 8 

(b) Duplicagao: 

4 

1234^ Jb 678 

1 2 3 4 5 6 7 8 

(c) Inversao terminal: 

7 

6 

If 7 

1 2 3 4 5 1 \6 8/ 18 

1 2 3 4 5 


normal e um cromossomo 14 normal. A irma do 
menino tern a translocagao, um cromossomo 14 
normal e duas copias normais do cromossomo 21. 

6.21 Todas as filhas terao corpo amarelo, e todos os fi¬ 
lhos terao olhos brancos. 

6.23 As tres populagoes estao relacionadas por uma se- 
rie de inversoes. 

PI 123456789 10 

I_i 


P2 123987654 10 

i i 


P3 123985674 10 

6.25 A mae e heterozigota para uma translocagao re- 
clproca entre os bragos longos dos cromossomos 
grande e pequeno; um trecho do brago longo 
do cromossomo grande foi quebrado e fixado ao 
brago longo do cromossomo pequeno. A crianga 
herdou o cromossomo grande com rearranjo e o 
cromossomo pequeno normal da mae. Portanto, 
como o cromossomo grande com rearranjo tem 
deficiencia de alguns genes, a crianga e hipoploide. 

6.27 Os filhos terao olhos vermelho-brilhantes porque 
herdarao do pai o cromossomo Y com o alelo bun-. 
As filhas terao olhos brancos porque herdarao um 
cromossomo X do pai. 

6.29 Os zigotos XX darao origem a homens porque um 
de seus cromossomos X tem o gene SRY translo- 
cado do cromossomo Y. Os zigotos XY darao ori¬ 
gem a mulheres porque o cromossomo Y perdeu 
o gene SRY. 

Capitulo 7 

7.1 Se Mendel soubesse da existencia dos cromosso¬ 
mos, teria percebido que o numero de fatores de 
que determinam as caracteristicas e maior que o 
numero de cromossomos e concluido que alguns 
fatores tem de estar ligados no mesmo cromosso¬ 
mo. Portanto, ele teria reformulado o princfpio 
da distribuigao independente e afirmaria que a 
heranga de fatores em diferentes cromossomos 
(ou distantes no mesmo cromossomo) e indepen¬ 
dente. 


F 

E 

D 

0 N M 


ABC 

P 

Q 

R 


0 N M 
P 

Q 

R 


6.19 O menino tem uma translocagao entre o cromos¬ 
somo 21 e outro cromossomo, por exemplo, o cro¬ 
mossomo 14. Ele tambem tem um cromossomo 21 


7.3 Nao. Os genes a e d podem estar muito distantes 
no mesmo cromossomo — tao distantes que se re- 
combinam livremente, isto e, 50% das vezes. 

7.5 Sim, se eles estiverem muito distantes. 

7.7 (a) Cruzamento: ct b + / a b~ X a b/a b. Gametas: 
ar b + de um genitor, a b do outro. F : <t b~/ a b. (b) 
40%, or b + ; 40%, a b; 10%, or b; 10%, a b~. (c) F 2 do 
cruzamento-teste: 40%, a + b~/a b; 40%, a b/ a A; 
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10%, ar b/a b\ 10%, a b + /a b. (d) Fase de ligagao de 
acoplamento. (e) F do intercruzamento: 


A prole do intercruzamento e obtida a partir da 
seguinte tabela. 


Espermatozoides 

40% a b + 40% a b 10% a b 10% a b + 


Espermatozoides 


4 


sr e 


sr + e 


40% a b + 

16% 

16% 

4% 

4% 


0,50 

0,50 


a + P/a b + 

a j a b 

5 + / a b 

a if j a f 

+ 

sr e 

sre fsre 

sre fsr e 

40% a b 

16% 

16% 

4% 

4% 

0,46 

0,23 

0,23 

Ovocitos 

a b/a b + 

a b/a b 

a bj (i b 

a b/a f 

CK^ocitos sf e 

sr efsre 

sr ef sr e 

10% a b 

4% 

4% 

i% 

i% 

0,46 

0,23 

0,23 


a + b/a + b + 

ct bjab 

a b/a + b 

a + b/a P 

sre 

sr ef sr f 

srefsf e 

10% ab + 

4% 

4% 

1% 

1% 

0,04 

0,002 

0,002 


a b + / a b + 

a b^/a b 

a If j a b 

a if j a if 

+ + 
sr e 

sr e fsre 

sr e f sr e 






0,04 

0,002 

0,002 


Resumo dos fenotipos: 

a + e b + 66% a e b + 9% 

a + e b 9% a e b 16% 

7,9 Heterozigotos em acoplamento a + b + /a b produzi- 
riam os seguintes gametas: 30%, cT b + ; 30%, a b ; 
20%, ct t, 20%, a b + ; heterozigotos em repulsao 
ct b/a b + produziriam os seguintes gametas: 30%, 
ct b; 30%, a b + ; 20%, ar b + ; 20%, a b. Em cada caso, 
as frequencias da prole do cruzamento-teste cor- 
responderiam as frequencias dos gametas. 

7.11 Sim. Frequencia de recombinagao = (24 + 26)/ 
(126 + 24 + 26 + 124) = 0,167. Cruzamento: 


b vg femea 

f 4 


X b vg macho 

bvg 

l 1 


b vg 

bvg 

b vg 

b vg 

b + vg 

bvg 

b + vg 

b vg 

126 

124 

24 

26 


7.13 Sim. A frequencia de recombinagao e estimada 
pela frequencia de prole preta entre a prole colo- 
rida: 34/ (66 + 34) = 0,34. Cruzamento: 



7.17 (a) As femeas da F , que sao cn vg / cn + vg, produ- 
zem quatro tipos de gametas: 45%, cn vg + ; 45%, cn + 
vg, 5%, cn + vg; 5%, cn vg. (b) 45%, olhos cinabre, 
asas normais; 45%, olhos castanho-avermelhados, 
asas vestigiais; 5%, olhos castanho-avermelhados, 
asas normais; 5%, olhos cinabre, asas vestigiais. 

7.19 Na enumeragao adiante, as classes 1 e 2 sao tipos 
parentais, as classes 3 e 4 sao resultado de um uni- 
co crossing over entre PI e Sm, as classes 5 e 6 sao 
resultado de um unico crossing over entre Sm e Py, 
e as classes 7 e 8 sao resultado de um crossing over 
duplo, com uma das permutas entre PI e Sm e a 
outra entre Sm e Py. 

(b) Fre- 
(a) Fre- quencia 
quencia com inter- 
sem inter- ferencia 


Classe 

Fenotipos 

ferencia 

completa 

1 

roxo, salmao, pigmeu 

0,405 

0,40 

2 

verde, amarelo, normal 

0,405 

0,40 

3 

roxo, amarelo, normal 

0,045 

0,05 

4 

verde, salmao, pigmeu 

0,045 

0,05 

D 

roxo, salmao, normal 

0,045 

0,05 

6 

verde, amarelo, pigmeu 

0,045 

0,05 

7 

roxo, amarelo, pigmeu 

0,005 

0 

8 

verde, salmao, normal 

0,005 

0 


1 



Nr 

Cb 

cB 

c b 

CB 

c b 

c b 

c b 

c b 

castanha 

albina 

albina 

preta 

66 

100 


34 


7.15 (a) As femeas da F , que sao sr e + /sr + e, produzem 
quatro tipos de gametas: 46%, sr P; 46%, sr~ e, 4%, 
sre, 4%, sf~ e + . (b) Os machos daF , que tem o mes- 
mo genotipo que as femeas da F , produzem dois 
tipos de gametas: 50%, sr e~; 50%, sr + e, lembre-se 
de que nao ha crossing over e m machos de Drosophi¬ 
la. (c) 46%, listrados e com corpo cinza; 46%, sem 
listras e com corpo ebano; 4%, listrados e com cor¬ 
po ebano; 4%, sem listras e com corpo cinza. (d) 


7.21 As classes de crossing over duplo, que sao as duas 
nao observadas, determinam que a ordem do 
gene e y — w — ec. Assim, as femeas da F tinham 
o genotipo y w ec/+ + +. A distancia entre y e w e 
estimada pela frequencia de recombinagao entre 
esses dois genes: (8 + 7)/1.000 - 0,015; da mesma 
maneira, a distancia entre we ece (18 + 23)/1.000 
= 0,041. Assim, o mapa genetico desse segmento 
do cromossomo X e y- 1,5 cM—ai-4,1 cM-ec. 

7.23 (a) Duas classes (os tipos parentais) sao muito 
mais numerosas que as outras seis classes (tipos re- 
combinantes); (b) st + +/+ ss e, (c) st-ss-e, (d) [(145 
+ 122) X 1 + (18) X 2]/1.000 - 30,3 cM; (e) (122 + 
18)/1.000 = 14,0 cM; (f) (0,018)/(0,163 X 0,140) - 
0,789. (g) femeas st + +/+ sseX machos st ss e/ st 55 e 
—* 2 classes parentais e 6 classes recombinantes. 
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7.25 As femeas da F tem genotipo pn +/+ g. Entre os 
filhos machos, 40% serao recombinantes para os 
dois genes ligados ao X, e metade dos recombi¬ 
nantes tera os alelos selvagens desses genes. Assim, 
a frequencia de filhos machos com olhos verme- 
Iho-escuros sera de 1/2 X 40% - 20%. 

7.27 (P/2) 2 . 

7.29 Das classes parentais, + + c e a b +, as femeas he- 
terozigotas tinham, obrigatoriamente, o genotipo 
+ + c/a b +. As classes ausentes, + b + e a + c } que 
representariam crossing overs duplos, determinam 
que a ordem dos genes e b-a-c. A distancia entre b 
e ae (96 + 110)/1.000 = 20,6 cM, e entre ae ce (65 
+ 75)/1.000 - 14,0 cM. Assim, o mapa genetico e 
b- 20,6 cM-a-14,0 cM-c. 

7.31 II-l tem o genotipo C h/cH\ ou seja, ela e heterozi- 
gota em repulsao para os alelos para discromatop- 
sia (c) e hemofilia ( h ). Nenhum dos seus filhos e 
recombinante para esses alelos. 

7.33 A mulher e um heterozigoto em repulsao para os 
alelos para discromatopsia e hemofilia - ou seja, 
ela e C h/c H. Se fiver um menino, a chance de 
que ele tenha hemofilia e de 0,5 e a chance de que 
tenha discromatopsia e de 0,5. Se especificarmos 
que o menino tem apenas um desses disturbios, a 
chance de que tenha discromatopsia e de 0,45. A 
explicagao e que a probabilidade de que o meni¬ 
no herde um cromossomo X nao recombinante e 
de 0,9, e metade dos cromossomos X nao recom¬ 
binantes tera o alelo mutante para discromatopsia 
e a outra metade tera o alelo mutante para he¬ 
mofilia. A chance de que o menino tenha os dois 
disturbios e de 0,05, e a chance de que nao tenha 
nenhum dos dois e de 0,05. A explicagao e que 
a probabilidade de que o menino herde um cro¬ 
mossomo X recombinante e de 0,1, e metade dos 
cromossomos X recombinantes tera os dois alelos 
mutantes e a outra metade nao tera nenhum alelo 
mutante. 

7.35 Um crossing over duplo bifilamentar dentro da ra¬ 
ve rsao; os pontos de permuta do crossing over du¬ 
plo tem de estar entre os marcadores geneticos e 
os pontos de quebra da inversao. 

Capftulo 8 

8.1 Os virus reproduzem-se e transmite m os seus ge¬ 
nes para a prole. Usam a energia das celulas hos- 
pedeiras e respondem a sinais ambientais e ce- 
lulares da mesma forma que outros organismos 
vivos. Os virus, porem, sao parasitos obrigatorios; 
eles so se reproduzem em celulas hospedeiras 
apropriadas. 

8.3 O bacteriofago T4 e um fago virulento. Ao infec- 
tar uma celula hospedeira, ele se reproduz e des- 
troi a celula durante esse processo. O bacteriofago 


lambda pode se reproduzir e destruir a bacteria 
hospedeira - resposta lftica - da mesma maneira 
que o fago T4, ou pode inserir seu cromossomo 
no cromossomo da celula hospedeira e permane- 
cer ai em estado latente - resposta lisogenica. 

8.5 A insergao do cromossomo do fago \ no cromos¬ 
somo da celula hospedeira 6 um processo de re- 
combinagao sitio-especffico catalisado por uma 
enzima que reconhece sequencias especfficas nos 
cromossomos de X. e da E. coli. O crossing over entre 
cromossomos homologos nao e especifico para se¬ 
quencias. Pode ocorrer em muitos sftios ao longo 
dos dois cromossomos. 

8.7 As mutagoes a, b e c estao proximas e na ordem 
b~a-c no cromossomo. 

8.9 Faga dois experimentos: (1) verifique se o pro¬ 
cesso e sensfvel a DNase, e (2) verifique se ha ne- 
cessidade de contato celular para que ocorra o 
processo. A necessidade de contato celular pode 
ser testada por um experimento com tubo em U 
(Figura 8.9). Se o processo for sensfvel a DNase, e 
semelhante a transformagao. Caso haja necessida¬ 
de de contato celular, e semelhante a conjugagao. 
Se nao for sensfvel a DNase nem exigir contato 
celular, e semelhante a transdugao. 

8.11 (a) Os fatores F' sao uteis nas analises geneticas 
em que sao necessarias duas copias de um gene 
na mesma celula, por exemplo, para determi- 
nar relagoes de dominancia. (b) Os fatores F' 
sao formados por excisao anormal de fatores F 
dos cromossomos de celulas Hfr (Figura 8.21). 
(c) Transferencia conjugativa de um fator F' de 
uma celula doadora para uma celula receptora 
(F-). 

8.13 Os elementos IS (sequencias de insergao) sao se¬ 
quencias de DNA curtas (800 a 1.400 pares de 
nucleotfdios) transponfveis, isto e, capazes de se 
deslocarem de uma posigao para outra em um 
cromossomo ou de um cromossomo para outro. 
Os elementos IS medeiam a recombinagao entre 
moleculas de DNA nao homologas — por exemplo, 
entre fatores F e cromossomos bacterianos. 

8.15 Cotransdugao e a transdugao simultanea de dois 
marcadores geneticos diferentes para uma unica 
celula receptora. Ja que as partfculas de bacterio- 
fagos so comportam 1/100 a 1/50 do cromosso¬ 
mo bacteriano total, so podem ser cotransduzidos 
os marcadores que estao relativamente proximos. 
A frequencia de cotransdugao de dois marcado¬ 
res quaisquer e inversamente proporcional a dis¬ 
tancia entre eles no cromossomo. Assim, essa fre¬ 
quencia pode ser usada para estimar a distancia 
de ligagao genica. E preciso preparar relagoes de 
ligagao-cotransdugao especfficas para cada siste- 
ma fago-hospedeiro estudado. 
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8.17 Z 



8.19 pro-pur—his. 

8.21 C 



Capitulo 9 

9.1 (a) Os experimentos in vivo de Griffith mostraram 
a transformagao em pneumococos. Nao indicaram 
a base molecular do fenomeno de transformagao. 
Avery e colaboradores fizeram experimentos in 
vitro, empregando analises bioqufmicas para mos- 
trar que a transformagao era mediada por DNA. 
(b) Griffith mostrou que existia uma substancia 
transformadora; Avery et al. definiram que era o 
DNA. (c) Os experimentos de Griffith nao incluf- 
ram nenhuma tentativa de caracterizar a substan¬ 
cia responsavel pela transformagao. Avery et al. 
isolaram o DNA na forma “pura” e mostraram que 
poderia mediar a transformagao. 

9.8 Demonstrou-se que o DNA purificado do tipo III 
era suficiente para transformar celulas tipo II. Isso 
ocorreu na ausencia de celulas tipo III mortas. 

9.5 (a) O objetivo era determinar se o material ge¬ 
ne tico era DNA ou protema. (b) Marcando o fos- 
foro, um constituinte do DNA, e o enxofre, um 
constituinte da protefna, em um virus, foi possf- 
vel demonstrar que apenas o fosforo mar cad o era 
introduzido na celula hospedeira durante o ciclo 
reprodutivo do virus. O DNA era suficiente para 
produzir novos fagos. (c) Portanto, o DNA, e nao 
a protema, e o material genetico. 

9.7 (a) O padrao em escada era conhecido a partir 
dos estudos de difragao por raios X. Analises quf- 
micas mostraram a existencia de uma relagao 1:1 
entre as bases organicas adenina e timina e entre 


citosina e guanina. Eles tambem dispunham de 
dados ffsicos acerca do comprimento de cada es- 
piral e do empilhamento de bases, (b) Watson e 
Crick desenvolveram o modelo de uma dupla he- 
lice, com os filamentos rfgidos de agucar e fosforo 
formando espirais ao redor de um eixo, e ligagoes 
de hidrogenio unindo as bases complementares 
em pares de nucleotfdios. 

9.9 (a) 400.000; (b) 20.000; (c) 400.000; (d) 68.000 
nm. 

9.11 Nao. O RNA do TMV e unifilamentar. Assim, nao 
e valida a relagao estequiometrica existente nos 
pares de bases do DNA. 

9.13 3'-C A G T A C T G-5'. 

9.15 (a) DNAbifilamentar; (b) DNA unifilamentar; (c) 
RNA unifilamentar. 

9.17 O valor de T aumenta com o conteudo de GC 

itl 

porque os pares de bases GC, unidos por tres liga¬ 
goes de hidrogenio, sao mais fortes que os pares 
de bases AT, unidos por duas ligagoes de hidroge¬ 
nio. 

9.19 (1) O nfvel do nucleossomo; o centro conten- 
do um octamero de histonas mais 146 pares de 
nucleotfdios de DNA dispostos em 1 3/1 voltas de 
uma super-helice (ver Figura 9.18), produzindo 
um corpo esferico com diametro aproximado de 
11 nm; ou justapostos, uma fibra com diametro 
aproximado de 11 nm. (2) A fibra de 30 nm obser- 
vada nos cromossomos mitoticos e meioticos con- 
densados; ela parece ser formada por helicoidiza- 
gao ou dobramento da fibra do nucleossomo de 
11 nm. (3) Os cromossomos mitoticos e meioticos 
altamente condensados (p. ex., cromossomos 
metafasicos); o dobramento ou a helicoidizagao 
acentuados mantidos por um “esqueleto” compos- 
to de protefnas cromossomicas nao histonicas (ver 
Figura 9.22). 

9.21 (a) 89,5°C. (b) Aproximadamente 39%. 

9.23 A renaturagao dos fragmentos de DNA satelite 
seria muito mais rapida que a dos fragmentos de 
DNA da banda principal. Nos DNA satelites de D. 
virilus ; todos os tres tern sequencias de pares repe- 
tidos de heptanucleotfdios. Assim, praticamente 
todo fragmento unifilamentar com 40 nucleotf¬ 
dios (medio) de um filamento tera uma sequencia 
complementar (em parte) a cada fragmento unifi¬ 
lamentar do filamento complementar. Muitas das 
sequencias de pares de nucleotfdios no DNA da 
banda principal serao sequencias unicas (presen- 
tes apenas uma vez no genoma). 

9.25 Interfase. Os cromossomos sao, em sua maior par¬ 
te, metabolicamente inativos (apresentam baixa 
transcrigao) durante os varios estagios da conden- 
sagao na mitose e na meiose. 
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9.27 (a) As histonas foram altamente conservadas du¬ 
rante toda a evolugao dos eucariotos. Uma impor- 
tante fungao das histonas e empacotar o DNA em 
nucleossomos e fibras de cromatina. Como o DNA 
e constitufdo dos mesmos quatro nucleotfdios e 
tem a mesma estrutura basica em todos os euca¬ 
riotos, seria de se esperar que as protefnas que 
desempenham um papel estrutural no empacota- 
mento desse DNA fossem conservadas da mesma 
maneira. (b) As protefnas cromossomicas nao his¬ 
tonicas apresentam a maior heterogeneidade na 
cromatina de dife rentes tecidos e tipos celulares 
de um organismo. A composigao histonica e basi- 
camente igual em todos os tipos celulares de uma 
especie - compatfvel com o papel das histonas no 
empacotamento de DNA em nucleossomos. As 
protefnas cromossomicas nao histonicas abran- 
gem protefnas que regulam a expressao genica. 
Como os diferentes conjuntos de genes sao trans- 
critos em diferentes tipos celulares, seria de se es¬ 
perar a heterogeneidade em algumas das protef¬ 
nas cromossomicas nao histonicas de diferentes 
tecidos. 


10.1 (a) Atividades de exonuclease, tanto 3' —» 5' quan¬ 
to 5' —> 3'. (b) A exonuclease 3' —* 5' “revisa” o 
filamento nascente de DNA durante a sfntese. Se 
houver um erro de pareamento de bases na ex- 
tremidade 3'-OH do iniciador, a exonuclease 3' 
—» 5' retira o nucleotfdio terminal incorreto antes 
que seja retomada a polimerizagao. A exonuclease 
5' —* 3' e responsavel pela remogao de iniciado- 
res de RNA durante a replicagao do DNA e atua 
em vias participantes do reparo do DNA lesado 
(Capftulo 13). (c) Sim, as duas atividades de exo¬ 
nuclease parecem ser muito importantes. Sem a 
atividade de revisao 3' —» 5' durante a replicagao, 
a frequencia de mutagoes seria intoleravel. A ati¬ 
vidade de exonuclease 5' —> 3' e essencial para a 
sobrevivencia da celula. Mutagoes condicionais 
que modificam a atividade de exonuclease 5' —» 
3' da DNA polimerase I sao letais para a celula se 
houver inatividade da exonuclease. 

10.3 O 15 N contem oito neutrons em vez dos sete neu¬ 
trons existentes no isotopo normal do nitrogenio, 
H N. Portanto, a massa atomica aproximada de Ln N 
e 15, enquanto a massa aproximada de M N e 14. 
Essa diferenga significa que as purinas e pirimidi- 
nas com 15 N tem maior densidade (massa por uni- 
dade de volume) que aquelas com I 4 N. A eentri- 
fugagao de equilfbrio por gradiente de densidade 
em CsCl 6 M separa o DNA ou outras macromole- 
culas de acordo com a densidade, e o DNA de E. 
coli, por exemplo, que contem l7 N tem densidade 
de 1,724 g/cm 3 , enquanto o DNA de E. coli que 
contem 14 N tem densidade de 1,710 g/cm 3 . 


10.5 Se o DNA nascente fosse marcado por exposigao 
a 3 H-timidina por perfodos muito curtos, na repli¬ 
cagao contfnua o marcador seria incorporado a 
moleculas de DNA do tamanho do cromossomo, 
enquanto na replicagao descontfnua o marcador 
apareceria primeiro em pequenos trechos do 
DNA nascente (antes da ligagao covalente, catali- 
sada por DNA ligase). 

10.7 


Dois 



Mais dois 



Nos cromossomos 
grandes e 
pequenos 


10.9 Esse tipo de autorradiografia indicaria replicagao 

■h. 

unidirecional do DNA. A medida que ha diluigao 
gradual da 3 H-timidina intracelular depois da 
transferencia para meio nao radioativo, e cada 
vez menor a quantidade de 3 H-timidina incorpo- 
rada ao DNA em cada forquilha de replicagao. 
Isso produz autorradiografias com densidade de- 
crescente dos graos nas caudas em cada ponto 
de crescimento. Como essas caudas so aparecem 
em uma extremidade de cada linha, a replicagao 
e obrigatoriamente unidirecional. A replicagao 
bidirecional produziria essas caudas nas duas 
extremidades da linha na autorradiografia (Figu- 
ra 10.31). 

10.11 As evidencias atuais sugerem que as polimerases 
a, 8 e/ou e sao necessarias para a replicagao do 
DNA nuclear. Acredita-se que as polimerases 5 
e/ou e catalisem a sfntese contfnua do filamento 
lfder, e que a polimerase a atue como primase na 
sfntese descontfnua do filamento atrasado. A po¬ 
limerase 7 catalisa a replicagao dos cromossomos 
organelares. As polimerases |3, £, q, 0, i, k, |ll, ct, 
<j) e Revl atuam em varias vias de reparo do DNA 
(Capftulo 13). 

10.13 Nao havera DNA na posigao “leve”; 12,5% (2 das 
16 moleculas de DNA) terao densidade “hfbrida”; 
e 87,5% (14 das 16 moleculas de DNA) estarao na 
posigao “pesada”. 

10.15 (a) DNAgirase; (b) primase; (c) atividade de exo¬ 
nuclease 5' —> 3' da DNA polimerase I; (d) ativi¬ 
dade de polimerase 5' —* 3' da DNA polimerase 
III; (e) atividade de exonuclease 3' —» 5' da DNA 
polimerase III. 

10.17 Em eucariotos, a taxa de sfntese de DNA em cada 
forquilha de replicagao e de aproximadamente 
2.500 a 3.000 pares de nucleotfdios por minuto. 
Com frequencia, grandes cromossomos eucario- 
ticos contem de 10 7 a 10 e pares de nucleotfdios. 
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Uma unica forquilha de replicagao nao seria 
capaz de replicar o DNA gigante em um desses 
cromossomos grandes com velocidade suficien- 
te para possibilitar os tempos de geragao celular 
observados. 

10.19 Nao. Linhagens de E. coli com mutagoes polA que 
eliminam a atividade de exonuclease 3' —* 5' da 
DNA polimerase I terao alta taxa de mutagao. 

10.21 (a) A replicagao por cfrculo rolante comega quan- 
do uma endonuclease cliva um filamento de uma 
dupla helice de DNA circular. Essa clivagem pro- 
duz um grupo 3'-OH livre em uma extremidade 
do filamento cortado, possibilitando que este atue 
como um iniciador. (b) A smtese descontfnua do 
filamento atrasado requer a nova iniciagao de 
cada fragmento de Okazaki, o que exige atividade 
da DNA primase. 

10.23 A DNA helicase desenrola a dupla helice de DNA, 
e a protefna de ligagao ao DNA unifilamentar re- 
cobre os filamentos desenrolados, mantendo-os 
estendidos. A DNA girase catalisa a super-helicoi- 
dizagao negativa no DNA de E. coli, e acredita-se 
que essa super-helicoidizagao negativa atras das 
forquilhas de replicagao guie o processo de de- 
senrolamento porque a tensao super-helicoidal 
e reduzida pelo desenrolamento dos filamentos 
complementares. 

10.25 A protefna DnaA inicia a formagao da bolha de re¬ 
plicagao por ligagao as repetigoes de 9 pb de OriC. 
Sabe-se que a protefna DnaA e necessaria para o 
processo de iniciagao porque bacterias com muta¬ 
goes termossensfveis no gene do dnaA nao iniciam 
a replicagao de DNA em temperaturas restritivas. 

10.27 Os nucleossomos e replissomos sao grandes es- 
truturas macromoleculares, e o empacotamento 
do DNA eucariotico em nucleossomos suscita a 
duvida sobre o mecanismo pelo qual um replis- 
somo pode ultrapassar o nucleossomo e replicar 
o DNA do nucleossomo durante esse processo. 
A solugao mais obvia para esse problema seria 
a desmontagem total ou parcial do nucleosso¬ 
mo para possibilitar a passagem do replissomo. 
Entao, o nucleossomo seria remontado depois 
da passagem do replissomo. Um modelo popu¬ 
lar e de desmontagem parcial do nucleossomo, 
possibilitando a passagem do replissomo (Figu- 
ra 10.33B). 

10.29 (1) A replicagao de DNA geralmente e contfnua 
nas celulas de procariotos, mas e restrita a fase 
S do ciclo celular em eucariotos. (2) A maioria 
dos cromossomos eucarioticos contem multiplas 
origens de replicagao, enquanto a maioria dos 
cromossomos procarioticos contem uma unica 
origem de replicagao. (3) Os procariotos usam 
dois complexos catalfticos que contem a mesma 


DNA polimerase para replicar o filamento Ifder e 
atrasado, ao passo que os eucariotos usam duas ou 
tres DNA polimerases diferentes para a smtese 
dos filamentos Ifder e atrasado. (4) A replicagao 
de cromossomos eucarioticos requer a desmon¬ 
tagem parcial e remontagem dos nucleossomos 
a medida que os replissomos se movem ao longo 
das moleculas de DNA parentais. Em procario¬ 
tos, a replicagao provavelmente inclui uma des¬ 
montagem /remontagem parcial semelhante de 
estruturas similares ao nucleossomo. (5) A maio¬ 
ria dos cromossomos procarioticos e circular e, 
portanto, nao tern extremidades. A maioria dos 
cromossomos eucarioticos e linear e tern termi- 
nagoes especiais chamadas telomeros, acrescen- 
tadas as moleculas de DNA em replicagao pela 
telomerase, uma enzima especffica que contem 
RNA. 

10.31 Os cromossomos de celulas haploides de levedura 
com a mutagao estl tornam-se mais curtos a cada 
divisao celular. Por fim, a perda completa de te¬ 
lomeros causa instabilidade cromossomica e ha 
morte celular em razao da delegao de genes essen- 
ciais per to das extremidades dos cromossomos. 

Capftulo 11 

11.1 (a) O RNA contem o agucar ribose, que tern um 
grupo hidroxila (OH) no carbono 2; o DNA con¬ 
tem o agucar 2-desoxirribose, que tern ape nas 
atomos de hidrogenio no carbono 2. O RNA ge¬ 
ralmente tern a base uracila nas posigoes onde 
ha timina no DNA. Algumas moleculas de DNA, 
porem, contem uracila, e algumas de RNA con¬ 
tem timina. Na maioria das vezes, o DNA e uma 
dupla helice (molecula bifilamentar); o RNA e, 
com maior frequencia, uma molecula unifila¬ 
mentar; mas alguns DNA sao unifilamentares e 
alguns RNA sao bifilamentares. (b) A principal 
fungao do DNA e armazenar informagoes gene- 
ticas e transmitir essas informagoes de uma ce- 
lula para outra e de uma geragao para outra. O 
RNA armazena e transmite as informagoes gene- 
ticas em alguns virus que nao contem DNA. Nas 
celulas que tem DNA e RNA: (1) o mRNA atua 
como intermediario na smtese de protefnas, le- 
vando as informagoes do DNA nos cromossomos 
para os ribossomos (locais de smtese de protef¬ 
nas). (2) Os tRNA levam aminoacidos ate os ri¬ 
bossomos e atuam no reconhecimento do codon 
durante a smtese de polipeptfdios. (3) As mole¬ 
culas de rRNA sao componentes essenciais dos 
ribossomos. (4) Os snRNA sao importantes com¬ 
ponentes dos espliceossomos, e (5) os miRNA 
tem papeis essenciais na regulagao da expressao 
genica (Capftulo 19). (c) O DNA esta localiza- 
do principalmente nos cromossomos (com uma 
parte nas organelas citoplasmaticas, como mito- 
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condrias e cloroplastos) , enquanto o RNA esta em 
toda a celula. 

11.3 3'-GACTA-5\ 

11.5 A sintese proteica ocorre nos ribossomos. Nos 
eucariotos, a maior parte dos ribossomos esta no 
citoplasma e fixada a extensa malha membrana- 
cea de reticulo endoplasmatico. Tambem ha algu- 
ma sintese proteica em organelas citoplasmaticas 
como cloroplastos e mitocondrias. 

11.7 Tan to organism os procarioticos quanto eucario- 
ticos tem RNA mensageiro, RNA transportador 
e RNA ribossomico. Alem disso, os eucariotos 
contem pequeno RNA nuclear (snRNA) e mi- 
cro-RNA. As moleculas de RNA mensageiro le- 
vam informagoes geneticas dos cromossomos 
(onde sao armazenadas) ate os ribossomos no 
citoplasma (onde as informagoes sao expressas 
durante a sintese proteica). A sequencia linear 
de codons de trinucleotidios em uma molecu- 
la de mRNA especifica a sequencia linear de 
aminoacidos nos polipeptidios produzidos du¬ 
rante a tradugao desse mRNA. As moleculas de 
RNA transportador sao pequenas (cerca de 80 
nucleotidios de comprimento) moleculas que 
transportam aminoacidos para os ribossomos 
e responsaveis pela especificidade de reconhe- 
cimento do codon durante a tradugao. As mo¬ 
leculas de RNA ribossomico garantem parte da 
estrutura e fungao dos ribossomos; elas repre- 
sentam uma parte importante do aparelho ne- 
cessario para a sintese de polipeptidios. Peque- 
nos RNA nucleares sao componentes estruturais 
dos espliceossomos, que excisam sequencias de 
introns nao codificadores de transcritos de ge¬ 
nes nucleares. Os mi cro-RNA parti cipam da re- 
gulagao da expressao genica. 

11.9 A “autorrecomposigao” de precursores de RNA 
mostra que as moleculas de RNA tambem podem 
conter sitios cataliticos; essa propriedade nao e 
restrita as proteinas. 

11.11 Os introns de genes nucleares codificadores de 
proteinas de eucariotos superiores quase sem- 
pre comegam (5') com GT e terminam (3') com 
AG. Alem disso, a A subterminal 3' na “sequencia 
TACTAAC” e totalmente conservada; essa A parti- 
cipa da formagao de ligagao durante a excisao do 
intron. 

11.13 (a) Sequencia 5. Ela contem as sequencias de in¬ 
trons conservadas: GU 5', AG 3' e sequencia in¬ 
terna UACUAAC que oferece um possivel sitio 
de ligagao para excisao do intron. A sequencia 4 
tem GU 5' e AG 3', mas nao tem A interna para 
o sitio de ligagao durante a excisao do intron. (b) 
5'-UAGUCUCAA-3'; o suposto intron de GU 5' a 
AG 3' foi removido. 


11.15 


DNA unfiiamentar deslocado (“alca R") 



11.17 Supondo-se que haja uma sequencia—35 naregiaoS' 
emrelagao a sequencia de consenso —10 damolecula 
de DNA, a sequencia nucleotidica do transcrito sera 
5 '-ACCCGACAUAGCUACGAU GACGAUAAGC 
GACAUAGC-3'. 

11.19 Supondo-se que haja uma sequencia CAAT na re- 
giao 5' em relagao a sequencia TATA nesse segmen- 
to de DNA, a sequencia nucleotidica do transcrito 
sera 5 '-ACCCGACAUAGCUACGAU GACGAUA-3'. 

11.21 Segundo o dogma central, as informagoes gene¬ 
ticas sao armazenadas no DNA e transferidas do 
DNA para o RNA e do RNA para as proteinas du¬ 
rante a expressao genica. Os virus tumorais de 
RNA armazenam as informagoes geneticas em 
RNA, e essas informagoes sao copiadas para o 
DNA pela enzima transcriptase reversa depois que 
o virus infecta a celula hospedeira. Portanto, a des- 
coberta dos virus tumorais de RNA ou retrovirus 
— retro por causa da diregao retrograda do fluxo 
das informagoes geneticas - eriou uma excegao ao 
dogma central. 

11.23 A sintese de DNA, RNA e proteinas requer a sin¬ 
tese de longas cadeias de subunidades repetidas. 
Os tres processos podem ser divididos em tres es- 
tagios: iniciagao da cadeia, alongamento da cadeia 
e finalizagao da cadeia. 

11.25 Os transcritos primarios de eucariotos sofrem 
maior processamento pos-transcrigao que os de 
procariotos. Portanto, a maior diferenga entre 
mRNA e transcritos primarios ocorre em euca¬ 
riotos. Em geral, o processamento do transcrito e 
restrito a excisao de sequencias terminals nos pro¬ 
cariotos. Ja os transcritos eucarioticos geralmente 
sao modificados por (1) excisao de sequencias de 
intron; (2) acrescimo de caps de 7-medlguanosina 
as terminagoes 5'; (3) acrescimo de caudas poll (A) 
as terminagoes 3'. Alem disso, as sequencias de al- 
guns transcritos eucarioticos sao modificadas por 
edigao do RNA. 

11.27 Em eucariotos, as informagoes geneticas sao arma¬ 
zenadas no DNA nuclear, ao passo que as protei- 
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nas sao sintetizadas em ribossomos no ci to plasma. 
Como os genes, que estao separados dos sftios 
de sfntese proteica por uma membrana dupla — 
o envoltorio nuclear — poderiam dirigir a smtese 
de polipeptfdios sem algum tipo de intermediario 
que levasse do nucleo ate o citoplasma as especifi- 
cagoes para os polipeptfdios? A princfpio, os pes- 
quisadores usaram precursores de RNA e protef- 
nas marcados e autorradiografia para demonstrar 
que a sfntese de RNA ocorria no nucleo e a smtese 
proteica, no citoplasma. 

11.29 Um experimento simples de pulse-labeling (mar¬ 
cagao por pulso) e pulse-chase (pulso e busca) 
demonstra que o RNA e sintetizado no nucleo e, 
depois, transportado para o citoplasma. Esse expe¬ 
rimento e dividido em duas partes: (1) marcagao 
de celulas eucarioticas por cultura em 3 H-uridina 
durante alguns minutos e localizagao da radioa- 
tividade incorporada ou autorradiografia; (2) 
repetigao do experimento, mas dessa vez com 
acrescimo de excesso de uridina nao radioativa 
ao meio de cultura das celulas depois do perfodo 
de marcagao, aguardando o crescimento em meio 
nao radioativo por aproximadamente uma hora. 
Depois, localizagao da radioatividade incorporada 
por meio da autorradiografia. A radioatividade 
estara localizada no nucleo quando as celulas em 
cultura forem marcadas com pulso de H-uridina 
e nos ribossomos no citoplasma no experimento 
de pulse-chase. 

11.31 A primeira preparagao de RNA polimerase pro- 
vavelmente nao tern a subunidade sigma e, por 
isso, inicia a sfntese de cadeias de RNA em sftios 
aleatorios ao longo de ambos os filamentos do 
DNA de argH. A segunda preparagao provavel- 
mente contem a subunidade sigma e so inicia 
as cadeias de RNA no sftio usado in vivo f que e 
determinado pela posigao das sequencias —10 e 
—35 do promotor. 

11.33 Sequencias TATA e CAAT. As sequencias TATA e 
CAAT geralmente estao centralizadas nas posigoes 
—30 e —80, respectivamente, em relagao ao ponto 
de infcio (+1) da transcrigao. A sequencia TATA e 
responsive 1 pelo posicionamento do ponto de inf¬ 
cio da transcrigao; e o local de ligagao do primeiro 
fator de transcrigao basal que interage com o pro¬ 
motor. A sequencia CAAT promove a eficiencia da 
iniciagao da transcrigao. 

■h. 

11.35 As vezes a edigao de RNA leva a sfntese de dois ou 
mais polipeptfdios diferentes a partir de um unico 
mRNA. 

11.37 Esse zigoto provavelmente sera inviavel porque o 
produto genico e essencial e e quase certo que a 
eliminagao do sftio de recomposigao 5' leve a sfn¬ 
tese de produto genico inativo. 


Cepi'tulo 12 

12.1 As protefnas sao moleculas longas, semelhantes a 
cadeias, constitufdas de aminoacidos unidos por 
ligagoes peptfdicas. As protefnas sao compostos 
de carbono, hidrogenio, nitrogenio, oxigenio e 
geralmente enxofre. Elas sao responsaveis pela 
atividade enzimatica e por grande parte da estru- 
tura de organism os vivos. O DNA e constitufdo de 
fosfato, o agucar pentose 2-desoxirribose e quatro 
bases organicas nitrogenadas (adenina, citosina, 
guanina e timina). O DNA armazena e transmite 
as info imagoes geneticas na maioiia dos organis- 
mos vivos. A sfntese proteica tern interesse espe¬ 
cial para os geneticistas porque as protefnas sao 
os produtos genic os primarios — os intermediaries 
essenciais por meio dos quais os genes controlam 
os fenotipos de organismos vivos. 

12.3 Isso depende da definigao de alelos. Se toda varia- 
gao da sequencia nucleotfdica for considerada um 
alelo diferente, ainda que nao haja modificagao 
do produto genico e do fenotipo do organismo 
mutante, o numero de alelos estara dire tame nte 
relacionado com o tamanho do gene. Mas se for 
necessario que a modificagao da sequencia nu¬ 
cleotfdica altere o produto genico ou o fenotipo 
para que seja considerada um alelo distinto, have- 
ra uma correlagao positiva, mas nao uma relagao 
direta, entre o numero de alelos de um gene e seu 
tamanho em pares de nucleotfdios. A relagao e 
mais provavel em procariotos, nos quais a maio- 
ria dos genes nao tem fntrons. Nos genes eucario- 
ticos, as modificagoes da sequencia nucleotfdica 
nos fntrons geralmente sao neutras; ou seja, nao 
afetam a atividade do produto genico nem o fe¬ 
notipo do organismo. Portanto, no caso de genes 
eucarioticos com fntrons, pode nao haver corre¬ 
lagao entre o tamanho do gene e o numero de 
alelos que modificam o fenotipo. 

12.5 (a) Os codigos simples e duplo criam um maximo 
de 4 e (4) 2 ou 16 codons, respectivamente. Por¬ 
tanto, nenhum codigo seria capaz de especificar 
todos os 20 aminoacidos. (b) 20. (c) (20) 146 . 

12.7 (a) O codigo genetico e degenerado porque to- 
dos os 20 aminoacidos, exceto 2, sao especificados 
por dois ou mais codons. Alguns aminoacidos sao 
especificados por seis codons diferentes. A dege- 
neragao ocorre principalmente na tereeira base 
ou base 3' dos codons. A “degeneragao parcial” 
ocorre quando a tereeira base do codon pode ser 
uma das duas purinas ou uma das duas pirimidi- 
nas e o codon ainda especifica o mesmo aminoa- 
cido. A “degeneragao completa” ocorre quando a 
tereeira base do codon pode ser qualquer uma das 
quatro bases e o codon ainda especifica o mesmo 
aminoacido. (b) O codigo e dito ordenado por¬ 
que codons semelhantes (codons que tem apenas 
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uma base diferente) especificam aminoacidos qui- 
micamente semelhantes. Por exemplo, os codons 
CUU, AUU e GUU especificam os aminoacidos de 
estrutura semelhante, leucina, isoleucina e valina, 
respectivamente. (c) O codigo parece ser quase to- 
talmente universal. As excegoes conhecidas a uni- 
versalidade sao linhagens com mutagoes supresso- 
ras que alteram a leitura de determinados codons 
(com baixa eficiencia na maioria dos casos) e o 
uso de UGA como um codon de triptofano em mi- 
tocondrias de leveduras e seres human os. 

12.9 His —» Arg e resultado de uma transigao; His —> 
Pro exigiria uma transversao (nao induzida por 
5-bromouracila). 

12.11 Os ribossomos tern diametro de 10 a 20 nm. Estao 
localizados principalmente no citoplasma celular. 
Nas bacterias, estao basicamente livres no citoplas¬ 
ma. Nos eucariotos, muitos ribossomos estao liga- 
dos ao retfculo endoplasmatico. Os ribossomos 
sao estruturas complexas constitufdas de mais de 
50 polipeptidios diferentes e tres a cinco molecu- 
las diferentes de RNA. 

12.13 As moleculas de RNA mensageiro levam infor- 
magoes geneticas dos cromossomos (onde sao 
armazenadas) ate os ribossomos no citoplasma 
(onde as informagoes sao expressas durante a sfn- 
tese proteica). A sequencia linear de codons de 
trinucleotidios em uma molecula de mRNA es- 
pecifica a sequencia linear de aminoacidos no(s) 
polipeptfdio(s) produzido(s) durante a tradugao 
desse mRNA. As moleculas de RNA transportador 
sao pequenas (cercade 80 nucleotidios) moleculas 
que transportam aminoacidos para os ribossomos 
e responsaveis pela especificidade de reconheci- 
mento de codon durante a tradugao. As moleculas 
de RNA ribossomico garantem parte da estrutura 
e fungao dos ribossomos; elas representam uma 
parte importante do mecanismo necessario para a 
smtese de polipeptidios. 

12.15 Uma aminoacil-l:RNA sintetase especffica catalisa 
a formagao de um complexo aminoacido-AMP a 
partir do aminoacido apropriado e ATP (com li¬ 
beragao de pirofosfato). A mesma enzima entao 
catalisa a formagao do complexo aminoacil-tRNA, 
com liberagao de AMP. As ligagoes aminoacido- 
AMP e aminoacil-tRNA sao ligagoes fosfato de alta 
energia. 

12.17 A hipotese da oscilagao de Crick explica como o 
anticodon de determinado tRNA pode formar pa¬ 
res de bases com dois ou tres codons de mRNA 
diferentes. Crick propos que o pareamento de ba¬ 
ses entre a base 5' do anticodon no tRNA e a base 
3' do codon no mRNA era menos rigoroso que 
o normal e, portanto, possibilitava alguma “oscila¬ 
gao” nesse local. Logo, um unico tRNA geralmen- 
te reconhece dois ou tres dos codons semelhantes 


especificadores de determinado aminoacido (ver 
Tabela 12.2). 

12.19 (a) Inosina. (b) Dois. 

12.21 A tradugao ocorre por mecanismos muito seme¬ 
lhantes em procariotos e eucariotos; no entanto, 
ha algumas diferengas. (1) Em procariotos, a ini- 
ciagao da tradugao inclui pareamento de bases 
entre uma sequencia conservada (AGGAGG) - a 
sequencia de Shine-Dalgarno — no mRNA e uma 
sequencia complementar proxima da extremida- 
de 3' do rRNA 16S. Em eucariotos, o complexo de 
iniciagao forma-se na extremidade 5' do transcrito 
quando uma protefna de ligagao ao cap interage 
com a 7-metilguanosina no mRNA. Entao, o com¬ 
plexo faz o exame processivo do mRNA e inicia 
a tradugao (com algumas excegoes) na sequencia 
AUG mais proxima da terminagao 5'. (2) Em pro¬ 
cariotos, o grupo amino do iniciador metionil- 
tRNA Met e formilado; em eucariotos, o grupo ami¬ 
no de metionil-tRNA Mel nao e formilado. (3) Em 
procariotos, sao necessarios dois fatores de libera¬ 
gao (RF), que sao protemas soluveis, para a finali- 
zagao da cadeia. RF-1 finaliza os polipeptidios em 
resposta aos codons UAA e UAG; RF-2 finaliza as 
cadeias era resposta aos codons UAA e UGA. Em 
eucariotos, um fator de liberagao responde aos 
tres codons de termino. 

12.23 Supondo-se 0,34 nm por par de nucleotidios no 
B-DNA, um gene de 68 nm de comprimento con- 
teria 200 pares de nucleotidios. Em vista do codigo 
triplo, esse gene conteria 200/3 = 66,7 trinucleoti¬ 
dios, e um deles especificaria obrigatoriamente a 
finalizagao da cadeia. Desprezando-se o trinucleo- 
tidio parcial, esse gene codificaria no maximo 65 
aminoacidos. 

12.25 426 nucleotidios - 3 X 141 - 423 aminoacidos es¬ 
pecificadores mais tres (um codon) especificando 
a finalizagao da cadeia. 

12.27 (a) Codons semelhantes frequentemente especi¬ 
ficam aminoacidos iguais ou muito semelhantes. 
Assim, as substituigoes de apenas um par de bases 
frequentemente resultam na smtese de protemas 
identicas (degeneragao) ou protemas com substi¬ 
tuigoes por aminoacidos muito semelhantes. (b) 
Leucina e valina tern estruturas e propriedades 
quimicas muito semelhantes; ambas tern grupos 
laterals apolares e dobram-se basicamente nas 
mesmas estruturas tridimensionais quando pre- 
sentes em polipeptidios. Portanto, substituigoes 
de valina por leucina ou de leucina por valina ra- 
ramente alteram a fungao de uma protefna. 

12.29 (a) Ribossomos e espliceossomos tem papeis es¬ 
sentials na expressao genica e sao ambos estrutu¬ 
ras macromoleculares complexas constitufdas de 
moleculas de RNA e protefnas. (b) Os ribossomos 
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estao no citoplasma; os espliceossomos, no nu- 
cleo. Os ribossomos sao maiores e mais complexos 
que os espliceossomos. 

12.Si Met-Ser-Ile-Cys-Leu-Phe-Gln-Ser-Leu-Ala-Ala-Gln- 
Asp-Arg-Pro-Gly. 

12.33 (UAG). Esse e o unico codon sem sentido relacio- 
nado com os codons de triptofano, serina, tirosi- 
na, leucina, acido glutamico, glutamina e lisina 
pela substituigao de apenas um par de bases em 
cada caso. 

Capitulo 13 

13.1 (a) Transigao, (b) transigao, (c) transversao, (d) 
transversao, (e) mudanga de matriz de leitura, (f) 
transigao. 

13.3 (a) Metodo CIB, (b) metodo ligado ao X (veja o 
Capitulo 6). 

13.5 Provavelmente nao. O ser humano e maior que 
uma bacteria, tern mais celulas e vida mais longa. 
Se as frequencias de mutagao forem calculadas em 
termos de geragoes celulares, as taxas em celulas 
humanas e bacterianas seriam semelhantes. 

13.7 O gene ligado ao X e transmitido pelas maes, e 
metade dos filhos de sexo masculino tern a doen- 
ga. E dilicil acompanhar essa doenga em estudos 
de heredograma porque o gene e de natureza 
recessiva, a expressao tende a saltar geragoes em 
uma linhagem familiar e os homens portadores 
do gene morrem. Uma explicagao para a ocorren- 
cia esporadica da doenga e a tendencia de persis¬ 
tence do gene e que, por mutagao, ha acrescimo 
constante de novos genes defeituosos aos ja exis- 
tentes na populagao. 

13.9 O carneiro de pernas curtas pode ser cruzado 
com animais de pernas longas sem parentesco. Se 
a caracteristica for expressa na primeira geragao, 
pode-se presumir que e hereditaria e determinada 
por um gene dominante. Por outro lado, se nao 
aparecer na primeira geragao, pode-se fazer o re- 
trocruzamento dos carneiros da F1 com o genitor 
de pernas curtas. Se a caracteristica for expressa 
em metade da prole do retrocruzamento, prova¬ 
velmente a heranga e recessiva simples. Se forem 
obtidos dois carneiros de pernas curtas de sexos 
diferentes, eles podem ser cruzados repetidas 
vezes para testar a hipotese de dominancia. No 
caso em que a caracteristica nao for transmitida 
a prole desses cruzamentos, pode ser considerado 
ambiental ou dependente de algum mecanismo 
genetico complexo que o teste simples usado nos 
experimentos nao e capaz de identificar. 

13.11 Se genes mutacionais e antimutacionais opera- 
rem no mesmo sistema vivo, a selegao natural 
pode estabelecer uma taxa de mutagao ideal 


para um organismo especifico em determinado 
ambiente. 

13.13 (a) Sim. (b) O bloqueio provocaria o acumulo de 
fenilalanina e a diminuigao da quantidade de ti- 
rosina, um resultado que seria esperado em varias 
expressoes fenotfpicas diferentes. 

13.15 


Aminoacido 

mRNA 

DNA 

Acido glutamico 

— GAA-> 

—GAA-* 

/ . 

Valina 

—GUA —* 

/ 4-CTT— <— Filamenio transcrito 
l Mutagao 

, —GTA—* 

■v«—CAT— 

Mutagao 

AAA— ^ 

Lisina 

AAA—> 



<—TTT— 


13.17 Mutagoes: transigoes, transversoes e mudangas de 
matriz de leitura. 

13.19 3%; 4%; 6%. 

13.21 O iodo radioativo e concentrado nos organismos 
vivos e nas cadeias alimentares. 

13.23 (x + m* z) (af m* z + ) (xm* z) (xm z?) ou equivalente. 

13.25 Transigoes. 

13.27 O acido nitroso atua como mutageno, esteja o 
DNA em replicagao ou nao, e produz transigoes 
de A para G ou de C para T, ao passo que a 5-bro- 
mouracila nao aleta o DNA em replicagao, mas 
atua durante a replicagao, causando transigoes 
GC AT. E preciso que a 5-bromouracila seja in- 
corporada ao DNA durante o processo de replica¬ 
gao para induzir erro de pareamento de bases e, 
portanto, mutagoes. 

13.29 A 5-BU causa transigoes GC *-* AT. Portanto, a 
5-BU pode reverter quase todas as mutagoes que 
induz por meio de estfmulo do processo de transi¬ 
gao, que e o inverso do que produziu a mutagao. Ja 
as mutagoes espontaneas abrangem a transversao, 
a mudanga de matriz de leitura, a delegao e outros 
tip os de mutagao, inclusive a transigao. Apenas as 
transigoes espontaneas tern reversao aumentada 
depois do tratamento com 5-BU. 

13.31 (a) Mudanga de matriz de leitura por insergao de 
C no 9°, 10° e ll g nucleotidios a partir da extremi- 
dade 5'. (b) Normal: 5'-AUGCCGUACUGCCAG 
CUAACUGCUAAAGAACAAUUA-3'. Mutante: 5'- 
AUGCCCGUACUGCCAGCUAACUGCUAAAGA 
ACAAUUA-3'. (c) Normal: NH 2 -Met-Pro-Tyr-Cys- 
Gln-Leu-Thr-Ala-Lys-Glu-Gln-Leu. Mutante: Nff„- 
M et-Pro-Val-Leu-Pro-Ala-Asn-Cys. 

13.33 Nao. A substituigao leucina —> prolina seria mais 
frequente. A substituigao Leu (CUA) — 5-BU —» 
Pro (CCA) ocorre por transigao de um unico par 
de bases, enquanto Leu (CUA) — 5-BU Ser (UCA) 
requer transigao de dois pares de bases. Lembre-se 
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de que a 5-bromouracila (5-BU) induz apenas 
transigoes (ver Figura 13.7). 

13.35 Sim: 


DNA: 

GGX 

«—GGX 


CCX ; ^ 

HN ° a > UCX'-> 


X 

1 

mRNA: 

GGX 

AGX 


i 

4- 

Polipeplidio: 

Gly 

Ser ou Arg 
(dependeme de X) 


OU 


Como as mutagoes de inter esse estao ligadas ao 
sexo, toda a prole masculina tera fenotipo igual 
ao da mae. Eles sao hemizigotos, com um cromos- 
somo X herdado da mae. Ja a prole feminina e 
constitufda de heterozigotos trans. A prole femini¬ 
na do cruzamento de femeas de olhos brancos e 
machos de olhos vermelhao tern olhos vermelhos, 
o fenotipo selvagem. Portanto, as mutagoes white e 
vermilion estao em genes diferentes, como ilustra o 
diagrama a seguir: 


DNA: 


mRNA: 

Polipeplidio: 


*-GGX- 


<—GGX- 


CCX'-> 

i 

GGX 

I 

Gly 


hko 2 
--> 


UUX' 

l 


AAX 

l 

Asn ou Lyz 
(dependeme de X) 


Heterozigoto trans 



CCX'-> 

^ —CUX'—>• 



4 

4 

Cromossomo X 

mRNA: 

GGX 

GAX 

do genitor 9 


4 

4 

Pol ip ep lidia : 

Gly 

Asp ou Glu 
(dependeme de X) 

Cromossomo X 


ou 


do genitor o' 

DNA: 

«-GGX 

GGX 



.+ 


w 

I 


Produto genico v + 

+ 


; i 


w 


.+ 


Produto genico w 


.+ 


Nota: O X na terceira posigao em cada codon 
de mRNA e em cada trinca de pares de bases no 
DNA indica que ha degeneragao completa na 
terceira base do codon de glicina. Qualquer que 
seja a base presente no codon ele ainda especifi- 
cara a glicina. 


A complementacao produz fenotipo setvagem; os produtos 
genicos v + e w + sao produzidos no heterozigoto trans. 


A prole feminina do cruzamento de uma femea de olhos 
brancos e um macho de olhos branco-cereja tern olhos 
cereja-claros (fenotipo mutante), e nao olhos vermelhos 
de tipo selvagem como no primeiro cruzamento. Como o 
heterozigoto trans tern fenotipo mutante, duas mutagoes, 
white e white cherry, estao no mesmo gene. 

Heterozigoto trans 


13.37 Substituigoes Tyr —» Cys; a substituigao de Tyr por 
Cys requer uma transigao, que e induzida pelo 
acido nitroso. A substituigao de Tyr por Ser exigi- 
ria uma transversao, e o acido nitroso nao induz 
transversao. 

13.39 5'-UGG-UGCi-UGG-AUG-CGA ou AGA-GAA ou 
GAG-U GG-AU G-3 '. 


Cromossomo X 
do genitor 9 * 


Cromossomo X 
do genitor c f 




Nao ha produto 
genico ativo (w + ) 



Nao ha produto genico w + ; portanto, o fenotipo e mutante. 


13.41 Dois genes; as mutagoes 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 estao em 
um gene; a mutagao 7 esta em outro gene. 

13.43 O teste de complementagao para alelismo requer 
que se insiram pares de mutagoes em um proto- 
plasma comum na configuragao trans e se deter¬ 
mine se os heterozigotos trans produzidos tern 
fenotipo selvagem ou mutante. Se estiverem em 
genes diferentes, as duas mutagoes se comple- 
mentarao, porque as copias selvagens de cada 
gene especificam produtos genicos ativos (ver 
Figura 13.23A). Mas se as duas mutagoes estive¬ 
rem no mesmo gene, as duas copias do gene no 
heterozigoto trans especificarao produtos genicos 
anomalos, resultando em fenotipo mutante (ver 
Figura 13.23B). Quando ha complementagao, o 
heterozigoto trans tern fenotipo selvagem. O teste 
de complementagao ou trans pode ser usado para 
verificar se duas mutagoes recessivas estao localiza- 
das no mesmo gene ou em dois genes diferentes. 


14.1 (a) Ambas introduzem nova variabilidade geneti- 
ca na celula. Nos dois casos, apenas um gene ou 
um pequeno segmento de DNA representando 
uma pequena fragao do genoma total e modifica- 
do ou acrescentado ao genoma. A grande maioria 
dos genes do organismo continua identica. (b) E 
mais provavel que a introdugao de moleculas de 
DNA recombinantes, se originadas de uma espe- 
cie muito diferente, resulte em um novo produto 
genico funcional na celula, se for possivel a ex- 
pressao do gene (ou genes) introduzido no pro- 
toplasmo estranho. A introdugao de moleculas de 
DNA recombinantes e mais semelhante a mutagao 
por duplicagao (veja o Capitulo 6) que aos outros 
tipos de mutagoes. 

14.3 (a) (1/4) 4 = 1/256; (b) (1/4) 6 - 1/4.096. 
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14.5 As tecnicas de recombinagao do DNA e clonagem 
genica possibilitam que os geneticistas isolem pra- 
ticamente qualquer gene ou sequencia de DNAde 
interesse e procedam a sua caracterizagao estru- 
tural e funcional. E possfvel obter grande quanti- 
dade de determinado gene na forma pura, o que 
torna possfvel identificar sua sequencia de pares 
de nudeotidios (“sequenciar o gene” no jargao de 
laboratorio). A partir da sequencia nucleotfdica de 
um gene e do nosso conhecimento do codigo gene¬ 
tico, os geneticistas conseguem prever a sequencia 
de aminoacidos do polipeptidio codificada pelo 
gene. Com o auxilio de um subclone apropriado do 
gene como sonda de hibridizagao em analises por 
Northern blot, os geneticistas sao capazes de identifi¬ 
car os tecidos em que o gene e expresso. Com base 
na sequencia de aminoacidos prevista de um poli¬ 
peptidio codificado por um gene, os geneticistas po- 
dem sintetizar oligopeptidios e usa-los para produzir 
anticorpos que, por sua vez, podem ser usados para 
identificar o verdadeiro produto do gene e locali- 
za-lo em celulas ou tecidos do organismo. Assim, as 
tecnologias de recombinagao do DNA e clonagem 
genica sao metodos muito eficientes para o estudo 
do controle genetico de quase todos os processos 
biologicos. Esses metodos tiveram papeis importan- 
tes no explosivo progresso ocorrido no campo da 
biologia durante as tres ultimas decadas. 

14.7 Acredita-se que as endonucleases de restrigao 
atuem como um tipo de sistema imune primitivo 
nos microrganismos que as produzem - protegen- 
do seu material genetico contra a “invasao” por 
DNA estranho de virus ou outros patogenos ou 
por DNA do ambiente que poderia ser absorvido 
pelo microrganismo. E claro que esses micror¬ 
ganismos nao tern um sistema imune sofisticado 
como os dos animais superiores (Capftulo 20}. 

14.9 Um DNA estranho clonado com auxflio de uma 
enzima que produz extremidades complementa- 
res monofilamentares sempre pode ser excisado 
do vetor de clonagem por clivagem pela mesma 
enzima de restrigao originalmente usada para clo- 
na-lo. Se um fragmento de HindLll contendo seu 
gene favorito foi clonado em DNA vetor Bluescript 
clivado por Hindlll, sera ladeado no clone Blue- 
script recombinante por sftios de clivagem para 
HindLll. Portanto, pode-se excisar esse fragmento 
de Hindlll por digestao do clone Bluescript com 
endonuclease Hindlll. 

14.11 A maioria dos genes de vegetais e animais supe¬ 
riores contem sequencias de fntrons nao codifica- 
doras. Essas sequencias de mtrons estao presen- 
tes nos clones genomicos, mas nao em clones de 
cDNA, porque os cDNA sao sintetizados a partir 
de moldes de mRNA e as sequencias de introns 
sao removidas durante o processamento dos trans- 
critos primarios para produzir mRNA maduros. 


14.13 O gene gln2 do milho contem muitos mtrons, e 
um dos mtrons contem um sftio de clivagem para 
Hindlll. As sequencias de mtrons (e, portanto, o 
sitio de clivagem para Hindlll) estao ausentes em 
sequencias de mRNA e, portanto, tambem estao 
ausentes em clones de sequencia completa de 
cDNA de gln2. 

14.15 (a) Os metodos de Southern, Northern e Western 
blot tern uma etapa em comum, a transference de 
macromoleculas (DNA, RNA e protefnas, respec- 
tivamente) separadas por eletroforese em gel para 
um suporte solido - geralmente uma membrana 
de nitrocelulose ou nation — para analise comple- 
mentar. (b) A principal diferenga entre essas tec¬ 
nicas e a classe de macromolecula separada duran¬ 
te a etapa de eletroforese: DNA em Southern blots, 
RNA em Northern blots e protefna em Western blots. 

14.17 Todos os vetores de clonagem modernos contem 
um “sitio de polylinker J ’ ou “sitio de clonagem mul- 
tipia” (MGS) - um grupo de sftios de clivagem 
simples para varias diferentes endonucleases de 
restrigao em uma regiao nao essencial do vetor na 
qual se pode inserir o DNA estranho. Em geral, 
quanto maior e a complexidade do MCS - ou seja, 
quanto mais sftios de clivagem para endonuclease 
de restrigao estao presen tes - maior e a utilidade 
do vetor para clonagem de uma grande variedade 
de diferentes fragmentos de restrigao. Veja, por 
exemplo, o MCS presente no plasmfdio Bluescript 
II mostrado na Figura 14.3. 

14.19 Como se conhecem as sequencias de pares de 
nudeotidios tanto do gene CF normal quanto 
do gene CF A 508 mutante, e possfvel sintetizar 
oligonucleotfdios marcados e usa-los como sondas 
de hibridizagao para detectar a presenga de cada 
alelo (normal e A 508). Em condigoes de hibri¬ 
dizagao muito rigorosas, cada sonda hibridiza-se 
somente com o alelo de CFcom o qual tem per- 
feita complementaridade. Como as sequencias do 
gene CF que ladeiam o sitio A 508 sao conhecidas, 
e possfvel sintetizar iniciadores de PCR oligonu- 
cleotfdicos e usa-los para amplificar por PCR esse 
segmento do DNA obtido a partir de pequenos 
explantes teciduais de supostos pacientes com FC 
e seus parentes. Em seguida, o DNA amplificado 
pode ser separado por eletroforese em gel de aga¬ 
rose, transferido para membranas de nation e hi- 
bridizado com as respectivas sondas oligonucleoti- 
dicas marcadas, com detecgao de cada alelo de CF 
presente por autorradiografia. Veja uma demons- 
tragao da utilidade desse procedimento em Em 
foco: Detecgao de um gene mutante causador de 
fibrose cfstica. No procedimento descrito, empre- 
garam-se duas sondas oligonucleotfdicas sinteticas 
- oligo-N - 3 '-CTTTTATAGTAGAAACCAC-5' e 
oligo-AF = 3 '-TTCTTTTATAGTA-ACCACAA-5' (o 
travessao indica os nudeotidios dele tad os no alelo 
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mutante CFA508) — para analisar o DNA de pa- 
cientes com FC e seus genitores. Nas famflias com 
FC confirmada, os resultados dessas hibridizagoes 
por Southern blot com as sondas oligo-N (normal) e 
oligo-AF (CFA508) marcadas geralmente fbram: 



_ 



Os sftios de clivagem para as enzimas de restrigao BamHl, 
iicoRI e Hindll! sao indicados pelas letras B, E e H, res- 
pectivamente. Os numeros indicam as distancias em qui- 
lopares de bases. 

14.27 



Pai e mae eram heterozigotos para o alelo normal 
de CFe o alelo CFA5Q8 mutante, como e esperado 
em um trago recessivo raro, e o paciente com FC 
era homozigoto para o alelo CFA508. Nessas famf¬ 
lias, a expectativa e de que um quarto das criangas 
seja homozigoto para o alelo mutante A 508 e te- 
nha sintomas de FC, enquanto tres quartos sejam 
normals (nao tenham FC). No entanto, a expec¬ 
tativa e de que dois tergos dessas criangas normais 
sejam heterozigotos e transmitam o alelo para seus 
filhos. Apenas um quarto das criangas dessa famflia 
seria homozigoto para o alelo normal de CFe nao 
correria o risco de transmitir o gene CF mutante 
para a prole. Observe que o metodo de rastreamen- 
to descrito aqui pode ser usado para determinar 
quais das criangas normais sao portadoras do alelo 
CFA508: ou seja, o gene mutante pode ser detecta- 
do em heterozigotos e homozigotos. 


14.21 A selegao genetica e a tecnica mais eficiente de 
clonagem de genes desse tipo. Prepare uma biblio- 
teca genomica em um vetor de expressao como o 
Bluescript (ver Figura 14.3) usando DNA da linha- 
gem de Shigella dysenteriae resistente a canamicina. 
Entao, pesquise o gene de resistencia a canamici¬ 
na na biblioteca transformando celulas de E. coli 
sensfveis a canamicina com os clones na biblioteca 
e plaqueando as celulas transformadas em meio 
contendo canamicina. Somente as celulas trans¬ 
formadas pelo gene de resistencia a canamicina 
produzem colonias na presenga de canamicina. 


14.23 


H 

6,0 [2,0 7,4 

H 

3,5 |1,0 2,9 

1 

E 

1 1 

E E 

Ha dois mapas de restrigao possfveis para esses 
dos, mostrados adiante: 

g °’ 6 0,5\ g 

4,0 4,0 

I 2,71 1 

2,0 

Vs 

H 

0,7 f H 

2,7 ^gB 



15.1 As distancias de mapa genetico sao determina- 
das por frequencias de crossing over. Os mapas 
citogeneticos sao fundamentados na morfologia 
do cromossomo ou nas caracterfsticas ffsicas dos 
cromossomos. Os mapas ffsicos sao baseados em 
distancias ffsicas reals — o numero de pares de 
nucleotfdios (0,34 nm por pb) — que separam os 
marcadores geneticos. Se um gene ou outra se¬ 
quencia de DNA de interesse esta perto de um 
gene mutante, uma banda especffica em um cro¬ 
mossomo ou um fragmento de restrigao de DNA 
especffico, pode-se usar esse marcador genetico 
ou ffsico (mutagao, banda ou fragmento de restri¬ 
gao) para iniciar uma caminhada no cromossomo 
ate o gene de interesse (Figura 15.7). 

15.3 Contig (clones contigaos) e um mapa ffsico de um 
cromossomo ou de parte de um cromossomo pre- 
parado a partir de um conjunto de clones de DNA 
genomicos coincidentes. RFLP (polimorfismo de 
comprimento de fragmento de restrigao) e uma 
variagao no comprimento de um fragmento de 
restrigao especffico excisado de um cromossomo 
por digestao por uma ou mais endonucleases de 
restrigao. VNTR (repetigao em serie em numero 
variavel) e uma sequencia curta de DNA presen¬ 
te no genoma como repetigoes consecutivas e em 
numero muito variavel. STS (sftio marcado por 
sequencia) e uma sequencia exclusiva de DNA 
mapeada em um sftio especffico de um cromosso¬ 
mo. EST (etiqueta de sequencia expressa) e uma 
sequencia de cDNA — uma sequencia genomica 
que e transcrita. Os mapas de contig possibilitam 
que pesquisadores obtenham clones com genes 
de interesse diretamente dos centros de estoque 
de DNA - “clonagem por telefone”. Os RFLP sao 
usados para construir os mapas geneticos de alta 
densidade necessarios para clonagem posicional. 
As VNTR sao RFLP particularmente uteis empre- 
gadas na identificagao de multiplos sftios em ge- 
nomas. Os STS e as EST sao sondas moleculares 
que podem ser usadas para iniciar caminhadas no 
cromossomo ate genes vizinhos de interesse. 
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15.5 (a) 


10 cM | 25 cM | 15 cM | 1 cM 


14 cM 


STS1 


STS 5 


STS 3 


STS4 


STS2 


(b) 3,3 X 10 9 pb/3,3 X 10 3 cM = 1 X 10 6 pb/cM. O 
comprimento de mapa total e 65 cM, que e igual a 
aproximadamente 65 X 10 f> ou 65 milhoes de pb. 

(c) O gene do cancer (C) e STS4 sao separados 
por 1 cM ou cerca de um milhao de pares de ba¬ 
ses. 


15.7 Em um clone do gene disponfvel, a hibridizagao 
in situ com fluorescencia (FISH) pode ser usada 
para identificar o cromossomo humano que tern 
o gene e para localizar o gene no cromossomo. 
As copias unifilamentares dos clones sao acopla- 
das a uma sonda fluorescente e hibridizadas com 
o DNA desnaturado em cromossomos dispersos 
sobre uma lamina. Depois da hibridizagao, a son¬ 
da livre e removida por lavagem, e a localizagao 
da sonda fluorescente e determinada por fotogra- 
fia usando microscopia de fluorescencia (veja o 
Apendice C: Hibridizagao in situ ). 

15.9 As reperigoes em serie em numero variavel (VNTR) 
sao constitufdas de sequencias repetidas com 10 a 
80 pares de nucleotfdios, e as repetigoes curtas em 
serie (STR) sao constitufdas de sequencias repeti¬ 
das com 2 a 10 pares de nucleotfdios. 

15.11 A resolugao do mapeamento de hfbridos por radia¬ 
gao e maior que a do mapeamento de hfbrido de 
celulas somaticas tradicional porque a frequencia 
de recombinagao e muito aumentada em hfbridos 
por radiagao pelo uso de raios X para fragmentar 
os cromossomos humanos antes da fusao celular. 
O fundamento do mapeamento de hfbridos por 
radiagao e que a probabilidade de quebrar uma 
molecula de DNA na regiao entre os dois genes 
e, assim, separa-los e diretamente proporcional a 
distancia fisica (numero de pares de bases) entre 
eles. 


15.13 Os objetivos do Projeto Genoma Humano eram 
preparar mapas geneticos e ffsicos que mostras- 
sem as localizagoes de todos os genes no genoma 
humano e determinar as sequencias nucleotfdicas 
dos 24 cromossomos no genoma humano. Esses 
mapas e as sequencias nucleotfdicas dos cromos¬ 
somos humanos ajudaram os cientistas a identi¬ 
ficar genes mutantes causadores de doengas he- 
reditarias. Espera-se que a identificagao desses 
genes mutantes causadores de doenga leve ao 
tratamento eficaz, entre eles a terapia genica, de 
pelo menos algumas dessas doengas no futuro. Os 
possfveis usos indevidos desses dados incluem in- 
vasao de privacidade pelo governo e por empresas 
— sobretudo agendas de emprego e seguradoras. 
Nao se podem negar oportunidades educacionais, 
emprego ou seguro as pessoas em razao de doen¬ 


gas hereditarias ou mutagoes genicas que predis- 
ponham a anormalidades mentals ou lfsicas. 

15.15 E mais provavel que haja uma EST do que um 
RFLP em gene humano causador de doenga. As 
EST correspondent as sequencias expressas em 
um genoma. Os RFLP ocorrem em todo o geno¬ 
ma, tanto em sequencias expressas quanto nao ex¬ 
pressas. Como menos de 2% do genoma humano 
codifica protefnas, a maioria dos RFLP ocorre no 
DNA nao codificador. 

15.17 (a) Segmento 5; (b) segmento 4; (c) segmento 1, 
6 ou 10. 

15.19 A principal van tag em dos chips genicos como ins¬ 
trument© de hibridizagao por microarranjo e 
que um unico chip genico pode ser usado para 
a quantificagao simultanea de milhares de se¬ 
quencias nucleotfdicas. A tecnologia do chip 
genico possibilita que os pesquisadores investi- 
guem os nfveis de expressao de grande quanti- 
dade de genes com maior eficiencia do que era 
possfvel usando procedimentos de microarranjo 
anteriores. 

15.21 As sequencias de DNA em bibliotecas de cDNA 
especfficas de cromossomo humano podem ser 
acopladas a corantes fluorescentes e hibridizadas 
in situ com os cromossomos de outros primatas. 
Os padroes de hibridizagao podem ser usados 
para detectar alteragoes na estrutura genomica 
ocorridas durante a evolugao das varias especies 
de primatas a partir de ancestrais comuns. Essas 
comparagoes sao particularmente eficazes na de- 
tecgao de novas relagoes de ligagao decorrentes 
de translocagoes e fusoes centricas. 

15.23 (a) Ordem dos sftios STS: 2-5-1-4-3-6. 

(b) Marcadores STS: 2 5 1 4 3 6 

A - 

Clones r, ^ 

de PAC B L 

D - - E 

15.25 Todas as sequencias identificadas pela busca me¬ 
gablast codificam protefnas histonas H2a. A se- 
quencia consultada e identica a sequencia codi- 
ficadora do gene H2aV de Drosophila melanogaster 
(membro da famflia de genes codificadores das 
protefnas histonas H2a). A sequencia consultada 
codifica um polipeptfdio histona H2a de Drosophi¬ 
la designado variante V. As mesmas sequencias do 
banco de dados sao identificadas quando se usa 
metade ou um quarto da sequencia nucleotfdica 
dada na busca megablast. Sequencias de apenas 
15 a 20 nucleotfdios podem ser usadas para iden¬ 
tificar o gene de Drosophila codificador da variante 
de histona H2a. No entanto, os resultados variam 
dependendo da sequencia nucleotfdica especffica 
usada na consulta. 
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15.27 A matriz de leitura 5' -» 3' numero 1 tem uma 
grande matriz aberta de leitura com um codon de 
metionina perto da extremidade 5'. Pode-se veri- 
ficar que essa e a matriz de leitura correta pelo 
uso do produto da tradugao previsto para consulta 
em um dos bancos de dados de protefnas (veja a 
Questao 15.26). 

Capitulo 16 

16.1 As ilhas de CpG sao aglomerados de citosinas e 
guaninas, com frequencia localizadas em diregao 
5' logo ao lado das regioes codificadoras de genes 
humanos. Sua presenga em sequencias nucleotf- 
dieas pode oferecer pistas sob re a localizagao de 
genes em cromossomos humanos. 

16.3 O gene CF foi identificado por clonagem com ba¬ 
se na posigao no mapa, e as sequencias nucleotfdi- 
cas de cDNA de CF loram usadas para prever a se- 
queucia de aminoacidos do produto do gene CF. 
Uma busca em computador nos bancos de dados 
de protemas mostrou que o produto do gene CF 
era semelhante a varias protemas de canal ionico. 
Esse resultado voltou a atengao dos cientistas es- 
tudiosos da fibrose cfstica para as protefnas par- 
ticipantes do transporte de sais entre as celulas e 
Ievou a descoberta de que o produto do gene CF 
era um regulador da condutancia transmembrana 
- agora denominado protema CFTR. 

16.5 Iniciadores oligonucleotfdicos complementares 
as sequencias de DNA nos dois lados (5' e 3') da 
regiao da repetigao CAG no gene MD podem ser 
sintetizados e usados para amplificar a regiao de 
repetigao por PCR. Um iniciador tem de ser com- 
plementar a uma regiao 5' do filamento molde, e 
o outro iniciador tem de ser complementar a uma 
regiao 3' do filamento nao molde. Apos amplifica- 
gao, podem~sc determinar os tamanhos das regioes 
de repetigao GAG por eletroforese em gel (Figu- 
ra 16.2). A medida do comprimento da repetigao 
trinucleotidica pode ser feita pela inclusao no gel 
de regioes de repetigoes cujos comprimentos sao 
conhecidos. Se houver menos de 30 copias da re¬ 
petigao trinucleotidica em cada cromossomo, o 
recem-nascido, feto ou pre-embriao e homozigoto 
para um alelo MD tipo selvagem ou heterozigoto 
para dois alelos MD tipo selvagem diferentes. Se 
houver mais de 50 copias da repetigao em cada 
cromossomo homologo, o indivfduo, eto ou ce- 
lula e homozigoto para um alelo MD mutante do- 
minante ou heterozigoto para dois alelos mutan- 
tes diferentes. Se um cromossomo river menos de 
30 copias da repetigao CAG e o cromossomo ho¬ 
mologo river mais de 50 copias, o recem-nascido, 
feto ou pre-embriao e heterozigoto, com um alelo 
MD selvagem e um alelo MD mutante. 

16.7 Os sinais de infcio e termino da transcrigao e de 
infcio da tradugao em eucariotos e em procariotos 


corao a E. coli sao diferentes. Portanto, para pro- 
duzir uma protema human a em E. coli, e preciso 
juntar a sequencia codificadora do gene huraano 
a sinais reguladores apropriados de E. coli - se¬ 
quencias promotora, finalizadora da transcrigao 
e iniciadora da tradugao. Alem disso, se o gene 
conriver fntrons, e preciso remove-los ou usar a 
sequencia codificadora de cDNA, porque a E. coli 
nao tem os espliceossomos necessarios para a exci- 
sao de fntrons dos transcritos de genes nucleares. 
Alem disso, muitas protefnas eucarioricas passam 
por eventos de processamento apos a tradugao 
que nao ocorrem nas celulas procarioticas. Essas 
protemas sao produzidas com mais facilidade em 
celulas eucarioricas transgenicas em cultura. 

16.9 Onze, com variagao, em multiplos de tres, de 15 a 
45 nucleotfdios de comprimento. 

16.11 Os perfis de DNA sao os padroes especfficos (1) 
de picos presentes em eletroferogramas de STR 
ou VNTR cromossomicos amplificados por PCR 
usando iniciadores marcados com corantes fluo- 
rescentes e separados por eletroforese capilar em 
gel (ver Figuras 16.11 e 16.12) ou (2) de bandas 
em Southern blots de DNA genomico digerido por 
enzimas de restrigao especfficas e hibridizado 
com sequencias SIR ou VNTR apropriadas (Figu- 
ra 16.10). Os perfis de DNA, assim como as im- 
pressoes digitais epidermicas, sao usados como 
provas de identidade ou de exclusao de identida- 
de em processos judiciais. Os geneticistas manifes- 
taram suas preocupagoes sobre os usos estatfsticos 
dos dados do perfil de DNA. Eles questionaram, 
em especial, alguns metodos usados para calcular 
a probabilidade de que o DNA de outra pessoa, 
alem do suspeito, pudesse ter produzido o perfil 
observado. Essas preocupagoes fundamentam-se, 
em parte, na ausencia de bancos de dados ade- 
quados para varias subpopulagoes humanas e na 
ausencia de informagoes precisas sobre o grau 
de variabilidade de perfis de DNA em indivfduos 
de diferentes etnias. Uma maneira de enfrentar 
esse problema foi a aquisigao de dados sobre as 
lrequencias de perfis em diferentes populagoes e 
grupos etnicos do mundo todo. 

16.13 A contaminagao das amostras de sangue intro- 
duziria maior variabilidade nos perfis de DNA. A 
con sequencia seria a ausencia de correspondencia 
alelica dos perfis obtidos das amostras de sangue e 
do reu. Os erros por mistura causariam a absolrigao 
de um culpado, mas nao a condenagao de um ino- 
cente. Somente a identificagao errada das amostras 
poderia incriminar uma pessoa inocente. 

16.15 A sondagem de Southern blots de DNA digerido por 
enzima de restrigao dos vegetais transgenicos com 
transgene mar cad o com ;i -P pode comprovar as 
multiplas insergoes, mas nao revelaria a localiza¬ 
gao genomica dos insertos, A hibridizagao in situ 
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com fluorescencia (FISH) e um procedimento 
eficiente para determinar a localizagao genomica 
dos insertos genicos. A FISH e usada para observar 
a localizagao de transgenes em cromossomos (veja 
o Apendice G). 

16.17 Camundongos transgenicos geralmente sao pro- 
duzidos pela microinjegao dos genes de interes- 
se em pronucleos de ovos fertilizados ou pela in- 
fecgao de embrioes pre-implantagao por vetores 
retrovirais contendo os genes de interesse. Os 
camundongos transgenicos sao instrumentos mui- 
to uteis para estudar a expressao genica, o desen- 
volvimento dos mamfferos e o sistema imune dos 
mamfferos. Os camundongos transgenicos sao 
muito importantes na medicina; eles constituent 
o sistema-modelo mais estreitamente relacionado 
com os seres human os. Eles foram e, sem duvida, 
continuarao sendo valiosos no desenvolvimento 
dos metodos e da tecnologia que serao usados em 
terapia genica humana no futuro. 

16.19 As protefnas modificadas apos a tradugao podem 
ser produzidas em celulas eucarioticas transgeni- 
cas em cultura ou em vegetais e animais transge¬ 
nicos. Na verdade, produziram-se ovelhas transge- 
nicas que secretam no leite o fator da coagulagao 
sangufnea IX e od-antitripsina humanos. Essas ove¬ 
lhas foram produzidas pela fusao das sequencias 
codificadoras dos respectivos genes com uma se- 
quencia de DNA que codifica o peptfdio sinaliza- 
dor necessario para secregao, seguida por introdu- 
gao do gene quimerico em ovocitos fertilizados que 
foram implantados e deram origem a animais trans¬ 
genicos. Em princlpio, essa tecnica poderia ser usa¬ 
da para produzir qualquer protelna de interesse. 

16.21 O vetor descrito contem o gene HGH, mas nao 
contem um promotor de HGH de mamfferos que 
controle a expressao do transgene nos tecidos 
apropriados. A construgao de vetores que con- 
tenham uma sequencia promotora de HGH de 
mamffero em posigao correta deve resultar em 
camundongos transgenicos nos quais a sfntese de 
HGH seja restrita a hipofise. 

16.23 A RNAi e o uso de RNA bifilamentar, no qual um 
filamento e complementar ao mRNA e o outro fila- 
mento e equivalente ao mRNA, para silenciar a ex¬ 
pressao de genes especfficos. A RNAi emprega o com- 
plexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) 
para bloquear a expressao genica (Figura 16.23). 

16.25 Os vegetais tern uma vantagem em relagao aos 
animais por que, uma vez induzidas, as mutagoes 
por insergao podem ser armazenadas por longos 
perfodos e distribufdas para os pesquisadores 
como sementes latentes. 

16.27 (a) Primeiro seria precis o consul tar o site do Salk 
Institute’s Genome Analysis Laboratory para veri- 
ficar seja foi identificada a insergao de um T-DNA 


ou transposon nesse gene (veja o Problema 16.28). 
Em caso afirmativo, basta solicitar sementes da linha- 
gem transgenica ao Arabidopsis Biological Resource 
Center da Ohio State University. Se nao houver inser¬ 
gao disponfvel no gene, pode-se verificar onde esta 
mapeada no genoma e usar transposons que sal tarn 
preferencialmente para sftios vizinhos para identi- 
ficar uma nova mutagao por insergao (veja http:// 
www.arabidopsis.org/abrc/imajsp). (b) Pode-se cons- 
truir um gene que tenha sequencias sense e antisense 
transcritas em uma unica molecula de mRNA (Figu¬ 
ra 16.23B), introduzi-lo em vegetais Araindopsis por 
transformagao mediada por A. tumefadens e estudar 
seu(s) efeito(s) sobre a expressao do gene e o feno- 
tipo de vegetais transgenicos. O transcrito formara 
um grampo com pareamento parcial de bases que 
entrara na via de silenciamento RISC e bloqueara a 
expressao do gene (Figura 16.23B). 

Capftulo 17 

17.1 O par na opgao (d) e de repetigoes invertidas e, 
portanto, poderia ser qualificado. 

17.3 A resistencia ao segundo antibiotico foi adquirida 
por transferencia genica conjugativa entre os dois 
tip os de celulas. 

17.5 Na primeira cepa, o fator F integrou-se ao cromos- 
somo por recombinagao com o elemento IS entre 
os genes C e D. Na segunda cepa, integrou-se por 
recombinagao com o elemento IS entre os genes 
De E. As duas cepas transferem seus genes em or- 
dens diferentes porque os dois elementos IS cro- 
mossomicos estao em sentidos opostos. 

17.7 Nao. ISi e IS2 .sao mobilizados por diferentes 
transposases. 

17.9 Mutagao tnpA: nao; mutagao tnpR. sim. 

17.11 Muitos transposons bacterianos tern genes de re¬ 
sistencia a antibiotic os, e e relativamente simples 
o deslocamento desses genes de uma molecula de 
DNA para outra. As moleculas de DNA que adqui- 
rem genes de resistencia podem ser passadas para 
outras celulas em uma populagao de bacterias, tan to 
de modo vertical (por descendencia) quanto hori¬ 
zontal (por transferencia conjugativa). Com o passar 
do tempo, a exposigao contfnua a um antibiotico 
seleciona as celulas que adquiriram um gene para 
resistencia a esse antibiotico. Portanto, o antibiotico 
nao sera mais util no combate a essas bacterias. 

17.13 A mutagao (f 1 e causada por uma insergao de Dsou 
de Ac. 

17.15 O alelo Bz de heranga paterna foi inativado por 
insergao de um elemento transponfvel. 

17.17 Cruzamento de machos disgenicos (extremamen- 
te mutaveis) com um cromossomo X selvagem 
e femeas homozigotas para um cromossomo X 
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balanceador; depois, cruzamento individual das 
filhas heterozigotas da F com seus irmaos e pes- 
quisa de machos da F que nao tenham o cro- 
mossomo balanceador para fenotipos mutantes, 
inclusive incapacidade de sobreviver (letalidade). 
As mutagoes identificadas nessa pesquisa provavel- 
mente sao causadas por insergoes de elemento P 
em genes ligados ao X. 

17.19 A transposigao requer fatores produzidos pelo ge- 
noma da mosca; outros insetos aparentemente sao 
incapazes dc produzir esses fatores. 

17.21 Por crossing over entre os LTR de um elemento Tyi. 

17.23 Hibridizagao in situ com cromossomos politenicos 
usando uma sonda TART (veja o Apendice C). 

17.25 TARTc HeT-A restauram as extremidades dos cro¬ 
mossomos de Drosophila. 

17.27 O elemento Sleeping Beauty poderia ser usado 
como vetor de transformagao em vertebrados de 
modo muito semelhante ao uso do elemento Pern 
Drosophila. O gene gfp poderia ser inserido entre as 
extremidades do elemento Sleeping Beauty e injeta- 
do em ovocitos ou embrioes junto com um elemen¬ 
to Sleeping Beauty intacto capaz de codificar a trans- 
posase do elemento. Se a transposase produzida no 
ovocito ou embriao injetado atuar sobre o elemen¬ 
to contendo o gene gfp, pode causar a insergao des- 
se gene no DNA genomico. Entao, se o ovocito ou 
embriao der origem a um adulto, pode-se cruza-lo 
para verificar se ha transmissao de um transgene 
Sleeping Beautyfgfp para a geragao seguinte. Desse 
modo, seria possivel obter cepas de cam undo ngos 
ou peixes-zebras que expressassem o gene gfp. 

Capttulo 18 

18.1 Por meio do estudo da sintese ou ausencia de 
sintese da enzima em celulas cultivadas em meios 
de composigao quimica deHnida. Se a enzima for 
sintetizada apenas na presenga de determinado 
metabolito ou de um grupo especifico de metabo- 
litos, provavclmente e induzivel. Se for sintetizada 
na ausencia, mas nao na presenga de determina¬ 
do metabolito ou grupo de metabolitos, provavel- 
mente e repressivel. 

18.3 


Gene ou elemento regulador Funcao 


(a) Gene regulador 

Codifica o repressor 

(b) Operador 

Sitio de ligagao do 
repressor 

(c) Promotor 

Sitio de ligagao da RNA 
polimerase e do comple¬ 
xo CAP-cAMP 

(d) Gene estrutural Z 

Codifica a (3-galactosidase 

(e) Gene estrutural Y 

Codifica a fJ-galactosidio 
permease 


18.5 (a) 1,2, 3 e 5; (b) 2. 3 e 5. 

18.7 O mutante O impede a ligagao do repressor ao 
operador. O mutante T nao pode se ligar a (/. A 
proteina mutante /’ tern um defeito no sitio alos- 
terico de ligagao da alolactose, mas tern um sitio 
normal de ligagao do operador. 

18.9 (a) 

T(TZ + Y~ 

TO r ZrY + 

(b) 

POZ + Y~ 

T(TZY + 

18.11 (a) As mutagoes O ocupam posigao no mapa mui¬ 
to perto do gene estrutural Z; as mutagoes T ocu¬ 
pam posigao no mapa um pouco mais d stante do 
gene estrutural (mas ainda muito proximas dele; 
ver Figura 18.5). (b) Um diploide parcial T(TZ*Y V 
TOZ?Y + apresentaria sintese constitutiva de p-ga- 
lactosidase e P-galactosidio permease, enquanto 
um diploide parcial T(TZ'Y*/TO'Z*Y* seria induzi- 
vel para smtese dessas enzimas. (c) A mutagao O e 
cfs-dominante; a mutagao I~ e irans-recessiva. 

18.13 A repressao catabolica evoluiu para garantir o uso 
de glicose como fonte de carbono, quando esse 
carboidrato estiver disponivel, em lugar de fontes 
menos eficientes de energia. 

18.15 Regulagao positiva; o complexo CAP-cAMP tern 
efeito positivo sobre a expressao do operon lac. 
Ele ativa a transcrigao dos genes estruturais no 
operon. 

18.17 Mecanismos reguladores negativos, como os que 
incluem o repressor no operon de lactose, blo- 
queiam a transcrigao dos genes estruturais do 
operon, enquanto mecanismos positivos, como o 
complexo CAP-cAMP no operon lac, promovem a 
transcrigao dos genes estruturais do operon. 

18.19 A repressao/desrepressao do operon tip ocorre 
no inicio da transcrigao, modulando a frequencia 
com que a RNA polimerase inicia a transcrigao a 
partir dos promotores do operon tip. A atenuagao 
modula os niveis de transcrito de trp por alteragao 
da frequencia de termino da transcrigao na regiao 
lider do operon trp ( trpL ). 

18.21 Primeiro e preciso lembrar que a transcrigao e a 
tradugao estao acopladas em procariotos. Quando 
ha triptofano nas celulas, e produzido tRNA Trp car- 
regado com triptofano. Isso possibilita a tradugao 
da sequencia lider trp ao longo dos dois codons Trp 
UGG ate o codon de termino UGA da sequencia 
lider trp. Essa tradugao da regiao lider trp impede 
o pareamento de bases entre as sequencias lideres 
de niRNA parcialmente complementares 75-83 e 
110-121 (ver Figura 18.15B), o que, por sua vez, 
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possibilita a formagao do “grampo” de termino da 
transcrigao com as sequencias lfderes 110-121 e 
126-134 (verFigura 18.15C). 

18.23 Tan.to a atenuagao de trp quanto o riborregulador 
de lisina desativam a expressao genica por termino 
da transcrigao em diregao 5' a partir das regioes 
codificadoras dos genes regulados. Em ambos ha 
formagao de estruturas secundarias de mRNA al- 
ternativas — com alternancia entre a formagao de 
grampos andterminador e terminador da transcri¬ 
gao — em resposta a presenga ou ausencia de um 
metabolito especffico (compare a Figura 18.15 e 
a Figura 2 no texto O futuro: O riborregulador 
[riboswitch] de lisina). 

Capftulo 19 

19.1 Em eucariotos muldcelulares, o ambiente celular 
e reladvamente estavel. Nao e necessario res¬ 
ponder com rapidez a mudangas do ambiente 
externo. Alem disso, o desenvolvimento de um 
organism o multicelular exige hierarquias regu- 
ladoras complexas constitufdas de centenas de 
genes diferentes. A expressao desses genes esta 
submetida a regulagao temporal e espacial, com 
frequencia por intricados processos de sinaliza- 
gao intracelular. 

19.3 A advidade do gene dystrophin poderia ser avaliada 
por blotting do RNA extrafdo dos diferentes tipos 
de celulas e hibridizagao com uma sonda do gene 
(Northern blotting) ; outra opgao seria a transcrigao 
reversa do RNA em cDNA usando um ou mais 
iniciadores especfficos para o gene dystrophin, se- 
guida por amplificagao do cDNA resultante por 
reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR). Outra 
tecnica seria a hibridizagao in situ — is to e, nas pro- 
prias celulas - do RNA de dystrophin com uma son¬ 
da do gene. Tambem seria possfvel verificar a pro- 
dugao da protefna distrofina por cada tipo celular 
com uso de anticorpos antidistrofina para analisar 
protefnas dos diferentes tipos celulares em Western 
blots ou analisar as protemas nas proprias celulas - 
isto e, in situ. 

19.5 Um procedimento seria fornecer as larvas UTP 
um elemento constitutive de RNA, marcado ra- 
dioativamente em diferentes condigoes - com e 
sem choque termico. Depois, preparar amostras 
de celulas politenicas dessas larvas para autorra- 
diografia. Se os pufes induzidos por choque termi¬ 
co contiverem genes transcritos intensamente, o 
sinal radioativo neles deve ser abundante. 

19.7 Por recomposigao alternativa do transcrito. 

19.9 Analise por Northern blot do RNA extrafdo de plan- 
tas cultivadas com e sem luz, ou amplificagao por 
PCR de cDNA produzido por transcrigao reversa 
desses mesmos extratos de RNA. 


19.11 Os acentuadores sao capazes de agir em qualquer 
sentido. 

19.13 Provavelmente nao, a menos que o promotor do 
gene gfp seja reconhecido e transcrito pela RNA 
polimerase de Drosophila de modo independente 
dos elementos de resposta ao choque termico. 

19.15 E provavel que a mutagao seja letal na condigao 
homozigota porque o fator de transcrigao con- 
trola muitos genes diferentes e e quase certo que 
uma mutagao por mudanga de matriz de leitura 
na sequencia codificadora anule a fungao do fator 
de transcrigao. 

19.17 O exon 3 contem um codon de termino na matriz 
de leitura {in-frame). Assim, a protefna traduzida 
do mRNA Sxl em machos sera mais curta que a 
protefna traduzida do mRNA Sxl mais curto em 
femeas. 

19.19 O fntron poderia ser introduzido em um vetor 
de expressao GUS, que seria inserido em plantas 
Arabidopsis. Se o fntron tiver um acentuador que 
estimula a expressao genica nas extremidades da 
raiz, as plantas transgenicas devem ter expressao 
de GUS nas extremidades da raiz. Veja um exem- 
plo desse tipo de analise no Problema resolvido do 
Capftulo 19. 

19.21 Sim. A aparencia difusa e inflada indica transcri¬ 
gao intensa dos genes nesse cromossomo — a cro- 
matina esta “aberta para negocios”. 

19.23 Os RNA de interferencia curtos tem como alvo 
moleculas de RNA mensageiro, que nao tem ni¬ 
trons. Assim, o siRNA sintetizado a partir de RNA 
bifilamentar derivado de um fntron seria ineficaz 
contra um alvo de mRNA. 

19.25 O alelo de origem paterna ( b ) sera expresso na 
prole F r 

19.27 O RNA poderia ser isolado do tecido hepatico e 
encefalico. As tecnicas de Northern blot ou RT-PCR 
com esse RNA poderiam determinar qual dos 
genes (A ou B) e transcrito em que tecido. No 
Northern blot, as amostras de RNA seriam fraciona- 
das em gel desnaturante e transferidas para uma 
membrana, depois o RNA na membrana seria hi- 
bridizado com sondas gene-especfficas, primeiro 
para um gene, depois para o outro (ou o pesqui- 
sador poderia preparar dois blots e hibridizar cada 
um com uma sonda diferente). Na RT-PCR, have- 
ria transcrigao reversa das amostras de RNA em 
cDNA usando iniciadores especfficos para cada 
gene; depois, as moleculas de cDNA seriam ampli- 
ficadas por PCR padrao, e os produtos das amplifi- 
cagoes seriam fracionados por eletroforese em gel 
para identificar qual RNA genico estava presente 
nas amostras originals. 

19.29 O gene msl e inativo em femeas. 


Respostas dos Problemas de Numero Impar 699 


19.31 HP1, a protefna codificada pelo alelo selvagem 
do gene supressor participa da organizagao da 
cromatina. Talvez essa protema heterocromatica 
se disperse da regiao perto do ponto de quebra 
da inversao no cromossomo que tem o alelo white 
mottled e cause a “heterocromatizagao” do locus 
white. Se houvesse deplegao de HP1 por desativa- 
gao de uma copia do gene que a codifica - isto 
e, por mutagao supressora do genotipo da mosca, 
a “heterocromatizagao” do locus white seria menos 
provavel e talvez nao ocorresse. Entao, o locus white 
seria totalmente ativo em todas as celulas do olho, 
produzindo uma cor vermelha uniforme do olho. 

Caprtulo 20 

20.1 A divisao desigual do citoplasma durante as divi- 
soes meioticas; o transporte de substancias de ce¬ 
lulas adjacentes, como as celulas nutridoras, para 
o ovocito em Drosophila. 

20.3 Colegao de mutagoes com fenotipos diagnosticos; 
mapeamento das mutagoes e teste de alelismo en- 
tre elas; testes de epistasia com mutagoes em di- 
ferentes genes; clonagem de genes individuals e 
analise de sua fungao em nfvel molecular. 

20.5 Discos imaginais. 

20.7 Na condigao homozigota, a mutagao causadora de 
fenilcetonuria tem efeito materno. As mulheres 
homozigotas para essa mutagao influenciam o de- 
senvolvimento intrauterino dos filhos. 

20.9 Esterilidade feminina. As femeas afetadas por 
essas mutagoes poem ovos anormais que nao se 
transformam em embrioes viaveis. 

20.11 As celulas somaticas que circundam um ovocito de 
Drosophila em desenvolvimento no ovario determi- 
nam onde sera clivada a protema spatzle, que e o 
ligante da protema receptora Toll. Por lim, essa 
clivagem ocorrera na face ventral do embriao em 
desenvolvimento. 

20.13 Diferenciagao ey —* boss —* sev —» R7 

20.15 Como o gene Pax6produziu o mesmo fenotipo nas 
moscas que a hiperexpressao do gene eyeless, esses 
genes tem necessariamente homologia funcional 
e estrutural. Portanto, devem-se esperar olhos adi- 
cionais ou primordios oculares no camundongo 
com expressao de eyeless. 

20.17 Por teste Northern blot de RNA extraido dos tecidos 
em diferentes penodos durante o desenvolvimen¬ 
to. Hibridiza-se o blot com sondas gene-especfficas. 

20.19 A clonagem reprodutiva de mamfferos como car- 
neiros. camundongos e gatos indica que os nucle- 
os de celulas somaticas tem todas as informagoes 
geneticas para guiar o desenvolvimento de um or- 
ganismo viavel completo. Tambem mostra que mo- 


dificagoes epigeneticas da cromatina, como a inati- 
vagao do cromossomo X, podem ser redefinidas. 

20.21 Se cada anticorpo e constitufdo de um tipo de 
cadeia leve e um tipo de cadeia pesada, e se as 
cadeias leves e pesadas podem se combinar livre- 
mente, a possibilidade de produzir 100 milhoes 
de anticorpos diferentes implica a existencia de 
10.000 genes de cadeia leve e 10.000 genes de ca¬ 
deia pesada (10.000 X 10.000 - 100 milhoes). Se 
cada cadeia leve tem 220 aminoacidos, cada gene 
de cadeia leve contem necessariamente 3 X 220 = 
660 nucleotfdios, porque cada aminoacido e espe- 
cificado por uma trinca de nucleotfdios; do mes¬ 
mo modo, cada gene de cadeia pesada tem 3 X 
450 = 1.350 nucleotfdios. Portanto, o genoma tem 
de con ter 10.000 X 660 = 6,6 milhoes de nucleotf¬ 
dios dedicados a produgao da cadeia leve e 10.000 
X 1.350 = 13,5 milhoes de nucleotfdios dedicados 
a produgao da cadeia pesada. Ao todo, entao, o 
genoma tem de conter 19,5 milhoes de nucleotf¬ 
dios dedicados a codificagao dos aminoacidos das 
varias cadeias de anticorpos. 

Capftulo 21 

21.1 O cancer foi denominado doenga genetica por¬ 
que e causado por mutagoes de genes que contro- 
lam o crescimento e a divisao celular. As formas 
nao hereditarias de cancer sao causadas por mu¬ 
tagoes das celulas somaticas. Essas mutagoes, po¬ 
re m, podem ser induzidas por fatores ambientais, 
entre eles fumaga do tabaco, poluentes qufmicos, 
radiagao ionizante e luz UV. As formas heredita¬ 
rias de cancer tambem incluem frequentemente a 
ocorrencia de mutagoes somaticas induzidas pelo 
ambiente. 

21.3 A aneuploidia poderia incluir a perda de copias 
funcionais de genes supressores tumorais ou a du- 
plicagao impropria de proto-oncogenes. A perda 
de genes supressores tumorais eliminaria os freios 
naturais da divisao celular, e a duplicagao de pro¬ 
to-oncogenes aumentaria a abundancia de fatores 
que promovem a divisao celular. 

21.5 Eles tem fntrons. 

21.7 Os produtos desses genes tem papeis importantes 
nas atividades celulares. 

21.9 As celulas NIH 3T3 cultivadas provavelmente tem 
outras mutagoes que predispoem ao cancer; a 
transfecgao dessas celulas com um oncogene c-H-ras 
mutante pode ser a ultima etapa no processo de 
transformagao em celulas cancerosas. As celulas 
embrionarias cultivadas provavelmente nao tem as 
mutagoes predisponentes necessarias para que se 
tornem cancerosas; portanto, continuam a se divi- 
dir normalmcntc quando sao transfectadas com o 
oncogene c-H-ras mutante. 
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21.11 O retinoblastoma e resultado da condigao homo- 
zigota para um alelo com perda de fungao (reces- 
sivo). A ocorrencia esporadica de retinoblastoma 
requer duas mutagoes desse gene na mesma celu- 
la ou linhagem celular. Portanto, o retinoblastoma 
e raro em indivfduos que, no momento da con- 
cepgao, sao homozigotos para o alelo selvagem do 
gene RB. Nesses indivfduos, espera-se que a fre- 
quencia de tumores nos dois olhos seja igual ao 
quadrado da frequencia de tumores em um olho. 
Indivfduos heterozigotos para um alelo RB mutan- 
te necessitam de apenas uma mutagao somatica 
para desenvolver retinoblastoma. Como existem 
milhoes de celulas em cada retina, e alta a proba- 
bilidade de que essa mutagao somatica ocorra em 
pelo raenos uma celula em cada olho, levando ao 
surgimento de tumores nos dois olhos. 

21.13 Em nfvel celular, as mutagoes com perda de fun¬ 
gao do gene RB sao recessivas; uma celula hetero- 
zigota para essa mutagao divide-se normalmente. 
Entretanto, quando ha uma segunda mutagao, essa 
celula torna-se cancerosa. Se a primeira mutagao de 
RB foi hereditaria, existe uma alta probabilidade de 
que o portador dessa mutagao desenvolva retinoblas¬ 
toma porque uma segunda mutagao pode ocorrer 
a qualquer momento durante a formagao da retina 
nos dois olhos. Assim, o indivfduo esta predisposto a 
desenvolver retinoblastoma, e e essa predisposigao 
que tem um padrao de heranga dominante. 

21.15 Por ligagao aos fatores de transcrigao E2F, pRB im¬ 
pede que esses fatores de transcrigao ativem seus 
genes-alvo, que codificam protefnas que partici¬ 
pant do progresso do ciclo celular; portanto, pRB 
e um regulador negativo de fatores de transcrigao 
que estimulam a divisao celular. 

21.17 As celulas homozigotas para uma mutagao com 
perda de fungao no gene pl6 podem se dividir de 
maneira descontroladaporque a protefna pl6 nao 
seria capaz de inibir a atividade de ciclina-CDK 
durante o ciclo celular. Portanto, o gene pi6 seria 
classificado como gene supressor tumoral. 

21.19 As celulas homozigotas para uma mutagao com 
perda de fungao no gene BAX seriam incapazes 
de evitar a repressao da via de morte celular pro- 
gramada pelo produto genico BCL-2. Consequen- 
temente, essas celulas seriam incapazes de execu- 
tar essa via em resposta a lesao do DNA induzida 
por tratamento com radiagao. Essas celulas conti- 
nuariam a se dividir e a acumular mutagoes; por 
fim, haveria uma boa chance de que se tornassem 
cancerosas. O gene BAX seria classificado como 
gene supressor tumoral. 

21.21 Se uma celula fosse heterozigota para uma mu¬ 
tagao que causou a uniao firme e constitutiva de 
p53 ao DNA de seus genes-alvo, seu crescimento 
e sua divisao poderiam ser retardados ou poderia 


haver indugao de apoptose. Essa celula seria mais 
sensfvel aos efeitos da radiagao ionizante porque a 
radiagao aumenta a expressao de p53, e nesse caso 
p53 estaria predisposta a ativar seus genes-alvo, 
causando resposta celular vigorosa a radiagao. 

21.23 Provavelmente, elas diminufram a capacidade de 
ligagao de pAPC a f$-catenina. 

21.25 A maior irritagao do epitelio intestinal causada 
por uma dieta pobre em fibras e rica em gordura 
aumentaria a necessidade de divisao celular nesse 
tecido (para substituir as celulas perdidas em vir- 
tude da irritagao), com aumento correspondente 
da oportunidade de ocorrencia de mutagoes cau- 
sadoras de cancer. 

21.27 Nao. Aparentemente, ha outra via, nao mediada 
por p53, que leva a ativagao do gene p21. 

Capftulo 22 

22.1 Alguns genes implicados na cardiopatia sao apre- 
sentados na Tabela 22.2. Os fatores ambientais 
incluem alimentagao, pratica de exercfcio ffsico e 
tabagismo. 

22.3 A concordancia em gemeos monozigoticos e qua- 
se o dobro da concordancia em gemeos dizigoti- 
cos. Gemeos monozigoticos tem duas vezes mais 
genes em comum que os gemeos dizigoticos. Os 
dados sao uma forte indicagao de que o alcoolis- 
mo tem base genetica. 

22.5 Como 8/2.012 e aproximadamente 1/256 = 
(1/4)/ aparentemente quatro genes determinan- 
tes de tamanho eram segregados nos cruzamentos. 

22.7 Porque X(X —media) =0. 

22.9 3,17/6,08 = 0,52. 

22.11 V e estimada pela media das variancias das popu- 
lagoes endogamicas: 9,4 cm 2 . V e estimada pela 
diferenga entre as variancias da populagao polini- 
zada aleatoriamente e as populagoes endogami¬ 
cas: (26,4 - 9,4) = 17,0 cm 2 . A herdabilidade em 
sentido amplo e H 2 - VJV T = 17,0/26,4 = 0,64. 

22.13 A herdabilidade em sentido amplo tem de ser 
maior que a herdabilidade em sentido restrito 
porque H 1 = V/ V T > VJ V T = /r. 

22.15 (15 - 12) (0,3) + 12 = 12,9 cerdas. 

22.17 W = R/S = (12,5 - 10)/(15 - 10) = 0,5; a selegao 
para aumento da velocidade de crescimento deve 
ser eficaz. 

22.1 9 Os meios-irmaos tem 25% dos genes em comum. Por¬ 
tanto, o valor maximo de $ e de 0,14/0,25 = 0,56. 

22.21 As correlagoes para MZJ nao sao muito diferentes 
das correlagbes para MZS. Evidentemente, para 
essas caracterfsticas de personalidade, a ambienta- 
lidade ( C 2 na Tabela 22.3) e desprezfvel. 
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Capftulo 23 


23.1 


23.3 

23.5 


23.7 

23.9 


23.11 


23.13 


23.15 

23.17 


23.19 


23.21 


Frequencia de L M na populagao da America Cen¬ 
tral: p = (2 X 53 + 29)/(2 X 86 ) = 0,78; q = 0,22. 

Frequencia de L M na populagao da America do 
Norte: p = (2 X 78 + 61)/(2 X 278) -0,39; ^=0,61. 

$ = 0,0004; q = 0,02. 

Frequencia de pessoas que sentem o sabor (geno- 
tipos TT e Tt) : (0,4) 2 + 2(0,4) (0,6) - 0,64. Frequencia 
de pessoas TT que sentem o sabor entre todos os que 
sao sensiveis ao sabor: (0,4) 2 / (0,64) - 0,25. 

(0,00025) 2 - 6,25 X 10T 


Em mulheres, a frequencia do fenotipo dominan- 
te e 0,36. A frequencia do fenotipo recessivo e 0,64 
= if; assim, ^ = 0,8 e ^ = 0 , 2 . Portanto, a frequencia 
do fenotipo dominante em homens e p = 0 , 2 . 


A frequencia de heterozigotos - H- 2pq - 2p(l — 
p). Usando o calculo, determine a derivada de H e 
iguale o resultado a zero para determinar o valor 
de p que maximiza H: dH/ dp - 2 — 4p - 0 significa 
que p- 2/4 - 0,5. 


Supondo que a populagao esteja em equilfbrio de 
Hardy-Weinberg, a frequencia do alelo para cor 
clara e a raiz quadrada da frequencia de homozi- 
gotos recessivos. Assim, q - V0,49 - 0,7, e a fre¬ 
quencia do alelo para cor escura e 1 — q = p = 0,3. 
De ft - 0,09, estimamos que 0,09 X 100 - 9 das ma- 
riposas escuras na amostra sao homozigotas para o 
alelo dominante. 


A frequencia final de GG e 0,2; a frequencia final 
de gge 0 , 8 . 

(a) A frequencia de A na populagao unificada e 
0,5 e a frequencia de a tambern e 0,5; (b) 0,25 
(AA), 0,50 ( Aa ) e 0,25 ( aa ); (c) persistirao as fre¬ 
quencias em (b). 

As aptidoes relativas podem ser calculadas por 
divisao de cada probabilidade de sobrevida pela 
maior probabilidade (0,92). Assim, as aptidoes re¬ 
lativas sao 1 para GG, 0,98 - 1 — 0,02 para Gg, e 
0,61 - 1 - 0,39 para gg. Os coeficientes de selegao 
sao s - 0,02 para Gge s = 0,39 para gg. 

(a) Use o seguinte esquema: 


Genotipo 

Frequencia de 
Hardy-Weinberg 
Aptidao reiativa 

Contribuigao reia¬ 
tiva para a proxi- 
ma geragao 

Contribuigao pro- 
porcional 


CC Cc cc 

(0,98) 2 = 2 (0,98) (0,02) (0,02) 2 = 

0,9604 = 0,0392 0,0004 

1 1 0 

(0,9604) X 1 (0,0392) X 1 0 


0,9604/0,9996 0,0392/0,9996 0 
= 0,9608 = 0,0392 


A nova frequencia do alelo para fibrose cfstica e (0,5) 
(0,0392) = 0,0196; assim, a incidencia da doenga sera 


(0,0196) 2 - 0,00038, que e apenas ligeiramente menor 
que a incidencia na geragao anterior, (b) A incidencia 
de fibrose cfstica nao se modifica muito porque a selegao 
so pode atuar contra o alelo recessivo quando esta em 
homozigotos, que sao raros na populagao. 

23.23 (f - 4 X 10“^; assim q - 6,3 X 10~ 3 e 2 pq- 0,0126. 

23.25 A probabilidade de fixagao de A c> e 0,5; a probabi¬ 
lidade de perda de A $ el- 0,3 - 0,7. 

23.27 p - 0,2; em equilfbrio, p - t/{s + t). Como s = 1, 
podemos calcular t; t - 0,25. 

23.29 No equilfbrio mutagao-selegao, q - 'vu/s - q - 

Vio-yi =o,ooi. 

Capitulo 24 

24.1 Entre outras coisas, Darwin observou especies nas 
ilhas diferentes entre si e das especies continen- 
tais, mas que ainda cram suficientemente seme- 
lhantes para indicar um parentesco. Ele tambern 
observou variagao nas especies, sobretudo em 
ragas domesticadas, e viu como as caracterfsticas 
de um organismo poderiam ser modificadas por 
cruzamento seletivo. As observagoes de organis- 
mos fossilizados indicaram que algumas especies 
foram extintas. 

24.3 A frequencia do alelo a e 0,06 na populagao da 
Africa do Sul e 0,42 na populagao da Inglaterra. As 
frequencias genotfpicas previstas considerando-se 
que haja cruzamento aleatorio sao: 


Genotipo 

Africa do Sul 

Inglaterra 

aa 

(0,06) 2 = 0,004 

(0,42) 2 = 0,18 

ab 

2 (0,06) (0,94) = 

2(0,42) (0,58) = 


0,11 

0,49 

bb 

(0,94 ) 2 = 0,88 

(0,58) 2 = 0,33 


24.5 Na amostra, a frequencia dofe (2 X 32 + 46)/ (2 
X 100) = 0,55 e a frequencia do alelo Se 1 — 0,55 = 
0,45. As frequencias genotfpicas previstas e obser- 
vadas sao: 


Genotipo 

Observado 

Previsao de Hardy-Weinberg 

IT 

32 

100 X (0,55) 2 = 30,25 

FS 

46 

100 X 2(0,55) (0,45) =49,5 

ss 

22 

100 X (0,45) 2 = 20,25 


Para verificar o consenso entre os valores obser- 
vado e previsto, calculamos uma estatfstica de 
qui-quadrado com um grau de liberdade: x 2 = 
X(obs. — prev.) 2 / prev. - 0,50, que nao e significati- 
va no nfvel de 5%. Assim, a populagao parece estar 
em equilfbrio de Hardy-Weinberg para o locus da 
alcool desidrogenase. 

24.7 Na terceira posigao de alguns dos codons. Por cau¬ 
sa da degeneragao do codigo genetico, diferentes 
codons podem especificar o mesmo aminoacido. 











702 Fundamentos de Genetica 


A degeneragao e mais acentuada na terceira posi- 
gao de muitos codons, onde pode haver diferentes 
nucleotfdios sem modificagao do aminoacido es- 
pecificado. 

24.9 Os carboidratos complexos nao sao “documentos 
da historia evolutiva” porque, embora sejam polf- 
meros, sao tipicamente constitufdos de uma subuni- 
dade incorporada repetidas vezes em uma cadeia. 
Esse polfmero tem pequeno ou nenhum “conteudo 
de informagoes”. Assim, a oportunidade de distin- 
guir um carboidrato complexo obtido de dois orga- 
nismos diferentes e pequena ou nula. Alem disso, 
os carboidratos complexos nao sao parte do meca- 
nismo genetico; sua formagao e, em ultima analise, 
especificada pela agao de enzimas, que sao produtos 
genicos, mas eles proprios nao sao material genetico 
nem produtos do material genetico. 

24.11 As histidinas sao rigorosamente conservadas por¬ 
que tem uma importante fungao — ancoragem 
do grupo heme na hemoglobina. Como esses 
aminoacidos sao fortemente restringidos pela se- 
legao natural, nao evoluem por mutagao e deriva 
genetica aleatoria. 

24.13 Estime o numero medio de substituigoes por sftio 
na molecula de ribonuclease por -ln(S), onde S 
- (124 — 40)/124 - 0,68, a proporgao de aminoa¬ 
cidos iguais nas moleculas de rato e de boi. Por- 
tanto, o numero medio de substituigoes por sftio 
desde que as linhagens de boi e rato divergiram de 


um ancestral comum e 0,39. A taxa evolutiva nas 
linhagens de boi e rato e de 0,39/ (2 X 80 milhoes 
de anos) = 2,4 substituigoes por sftio a cada bilhao 
de anos. 

24.15 O inverso da taxa, isto e, 1 /K. 

24.17 A pro tenia com a maior taxa evolutiva nao e tao 
restringida pela selegao natural como a protefna 
com a menor taxa evolutiva. 

24.19 As sequencias repetitivas proximas podem mediar 
o pareamento deslocado durante a meiose. A tro- 
ca com a participagao das sequencias deslocadas 
pode duplicar a regiao entre elas. 

24.21 Cruzamento de D. mauritiana com D. simulans 
para verificar se essas duas especies estao isoladas 
reprodutivamente. Por exemplo, elas produzem 
descendentes? Em caso afirmativo, a prole e fertil? 

24.23 A interagao Kpn-pn e um exemplo do tipo de epis- 
tasia negativa que poderia impedir que popula- 
goes evolufdas separadamente se fundissem em 
uma populagao panmftica. A mutagao Kpn teria 
evolufdo em uma populagao e uma mutagao pn 
em outra populagao geograficamente separada. 
Quando as populagoes se juntam, as duas rnuta- 
goes podem ser reunidas na mesma mosca por in¬ 
ter cruzamento. Se a combinagao dessas mutagoes 
for letal, as populagoes previamente separadas 
nao serao capazes de trocar genes; isto e, elas esta- 
rao reprodutivamente isoladas. 


Glossario 



Este glossario introduz alguns termos basicos e recorrentes no livro. Nomes de substancias qufmicas, definigoes de termos espe¬ 
cial izados e variantes dc nomes basicos foram omitidos, mas constam do l'ndice remissivo. Procure no l'ndice remissivo os termos 
que nao encontrar no glossario. 



Aberragao cromossomica. Estrutura ou numero de cromosso- 
mos anormal; inclui deficiencia ou delegao, duplicagao, in- 
versao, translocagao, aneuploidia, poliploidia ou qualquer 
outra variagao do padrao normal. 

Abscissa. A escala horizontal de urn grafico. 


Acentuador. Substancia ou objeto que intensifica uma ativida- 
de quimica ou urn processo fisiologico; um gene de efeito 
maior ou modificador que intensifica um processo fisiolo¬ 
gico; uma sequencia de DNA que influencia a transcrigao 
de um gene adjacente. 

Acido desoxirribonucleico* Veja DNA. 

Acido nitroso* HNO lJ? urn potente mutageno qmmico. 

Acido tiucleico* Macromolecula constitufda de acido fosfoiico, 
pentose e bases organicas; DNA e RNA. 

Acido ribomicleico. Veja RNA. 


Acoplamento (confignracao cis ). C on dig a o na qual um hetero- 
zigoto duplo recebeu duas mutacoes ligadas de urn genitor 
e sens alelos selvage ns do outro (p. ex., a h/a b X + +/+ + 
produz a h/+ + (ef. Repulsao). 

Acridinas. Glasse de moleeulas policiclicas com carga eletrica 
positiva que sao intercaladas no DNA e induzem mutacoes 
por mudanca da matriz de leitura; usadas como corantes. 

Acrocentrico* Termo modificador que designa um cromossomo 
ou cromatide cujo centromere esta perto da extremidade. 

Activator (Ac). Elemento transpomvel (transposon) do milho 
que eodifica uma enzima transposase capaz de catalisar o 
movimenlo de elementos Ac e de outros membros da fa- 
mflia Ac/Lis. 


ADA’ SCID (imunodeficiencia combinada grave com deficien¬ 
cia de adenosina desaminase). Disturbio autossoniico re¬ 
cessive em seres humanos causado pela ausencia da enzi- 
ma adenosina desaminase, que eatalisa a degradagao da 


desoxiadenosina. Na ausencia dessa enzima, os derivados 


toxicos desse nucleosfdio acumulam-se e destroem as celu- 
las necessarias para a resposta imune normal a infeegoes. 


Adaptagao. Ajuste de um organismo ou de uma populagao a 
um ambiente. 


Adenina (A)* Uma base purmica encontrada no RNAe no DNA. 

Adigao genic a* Acrescimo de copia funcional de um gene ao 
genoma de um organismo* 

A-DNA* Dupla hefice de DNA dextrogira que tern 11 pares de 
bases por volta. O DNA apresenta-se nessa forma quando 
parcialmente desidratado. 


Agente hid roxil ante* Subs Lancia quimica - como o mutageno 
hidroxilamina- que transfere grupos hidroxila para outras 
moleeulas. 

Agente intercalar. Substancia quimica capaz de se inserir entre 
pares de base adjacentes em uma molecula de DNA. 

Agentes alquilantes, Substancias qufmicas que transferem gru¬ 
pos alquila (metila, etila e assirn por diante) para as bases 
no DNA. 

AIDS (sindrome de imunodeficiencia adquirida). Doenga hir 
mana geralmente fatal na qual o sistema imune e destmfdo 
pelo virus da imunodeficiencia humana (HIV). 

Albinismo* Ausencia de pigmento na peh\ nos pelos e nos ollios 
de um animal. Ausencia de clorofila em vegetais. 

Alpa t* Ale a de DNA formada por sequencias repetidas de telo- 
meros na extremidade de um cromossomo linear quando 
um filamento unico na terminagao 3' invade uma unidade 
de repedgao na diregao 5' e emparelha-se com o filamento 
complementar ao mesmo tempo que desloca o filamento 
equival ente* 

Alcaptonuria. Disturbio metabolico hereditaiio. As pessoas com 
alcaptonuria excretam quantidade excessiva de acido ho- 
mogentfsico (alcaptona) na urina. 

Algas R. Regioes de DNA unifilamentares em hfbiidos de 
RNA-DNA formados in vitro em condigoes em que os fila¬ 
ment os duplos de RNA-DNA sao mais estaveis que os fila¬ 
ment os duplos de DNA-DNA. 

Alelo (alelomorfo; adj. y alelico^ alelomorfico). Elemento de um 
pai; ou serie, de formas altemativas de um gene que ocor- 
rem em determinado locus de um cromossomo. Os alelos 
sao indicados pelo mesmo simbolo basico (p. ex. ? D para 
pes de ervilha altos e d para pes de ervilha anoes). (Veja 
tambem Alelos multiplos.) 

Alelo nulo* Forma mutante de um gene que nao cria um pro (ki¬ 
lo ou que cria um produto totalmente inativo. 

Alelos codominantes* Alelos que produzem efeitos indepeti¬ 
de rites quando heterozigotos. 

Alelos multiples* Condicao em que determinado gene ocorre 
em ties ou mais formas alelicas em uma populate de or- 
ganismos. 

Aleurona* Ckmiada externa do endosperma de uma semente. 

Alongamento (da smtese de DNA, RNA ou protemas) * Incorpo- 
ragao da segunda subunidade e das subsequentes (nucleo- 
tidios e aminoacidos) durante a sfntese de uma macromo¬ 
lecula (DNA, RNA ou polipeptfdio). 

Alopoliploide. Poliploide (pie tern con juntos de cromossomos 
de diferentes especies; poliploide que contem con juntos 
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de cromossomos geneticamente diferentes oriundos de 
duas ou mais especies. 

Alotetraploide. Organismo com quatro genomas derivado da 
hibridizagao de diferentes especies. Em geral, as formas 
que se estabelecem tern dois genomas de uma especie e os 
dois outros de outra especie. 

Alozima. Variante de uma enzima detectada por eletroforese. 

Ambientalidade. A proporgao da variancia fenotfpica total de 
uma caracterfstica quantitativa decorrente dos efeitos de 
um ambiente em comum. 

Ambiente. Reuniao de todas as condigbes externas e influencias 
que afetam a vida e o desenvolvimento de um organismo. 

Amino acido. Qualquer substancia organica pertencente a uma 
classe que content um grupo amino (NHJ e um grupo 
carboxila (COOH). Os aminoacidos sao os precursores das 
proteinas. Alanina, prolina, treonina, histidina, lisina, glu- 
tamina, fenilalanina, triptofano, valina, arginina, tirosina e 
leucina estao entre os aminoacidos mais comuns. 

Aminoacil tRNA sintetases. Enzimas que catalisam a formagao 
de ligagoes de alta energia entre aminoacidos e moleculas 
de tRNA. 

A 

Amnio. Membrana delgada que reveste a bolsa cheia de liquido 
na qual se desenvolve o embriao de vertebrados superiores. 

Amniocentese. Procedimento de coleta de liquido amniotico de 
uma mulher gravida. A analise direta da composigao qui- 
mica do liquido e realizada para diagnostico de algumas 
doengas. As celulas sao cultivadas, e examinam-se os cro¬ 
mossomos em metafase para identificagao de irregularida- 
des (p. ex., trissomia). 

Amorfico. Termo aplicado a um ale to mutante que suprime to- 
talmente a expressao genica. Esse alelo mutante e denomi- 
nado amorfo. 

Amostra. Grupo de itens selecionados para representar uma 
grande populagao. 

AMP clclico. 3', S'-monofosfato de adenosina, uma pequena 
molecula que precisa se ligar a proteina ativadora do ca- 
tabolismo (CAP) para que o complexo (GAP/cAMP) se 
ligue aos promotores de operons e estimule a transcrigao. 

Amplificagao (moleculas de DNA recombinantes) . Produgao 
de muitas copias de uma molecula de DNA recombinante 
recem-construida. 

Amplificagao do exon. Procedimento usado para identificar re¬ 
gibes codificadoras (exons) ladeadas por sitios de splicing 
5' e 3' de intron. 

Amplificagao genica. Fenomeno pelo qual o DNA de um gene 
ou de um conjunto de genes especifico e replicado sepa- 
rado do restante do genoma para aumentar o numero de 
copias do gene. 

Anafase. Estagio da mitose ou meiose em que os cromosso- 
mos-filhos vao da placa equatorial ate polos opostos da 
celula (em diregao as extremidades do fuso). A anafase 
sucede a metafase e precede a telofase. 

Anafase 1 . Estagio da primeira divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos homologos duplicados separam-se e comegam a 
se deslocar em diregao a polos opostos da celula. 

Anafase II. Estagio da segunda divisao meiotica em que as cro- 
matides-irmas de um cromossomo duplicado se separam e 
comegam a se deslocar em diregao a polos opostos da celula. 

Analise do perfil de DNA (analise da impressao digital de 
DNA). Uso de dados da sequencia de DNA - sobretudo de 


repetigoes curtas em serie (STR) altamente polimorficas 
e repetigoes em serie em numero variavel (VNTR) - para 
identificagao pessoal. 

Analogos de bases. Bases purinicas ou pirimidinicas nao natu- 
rais, um pouco diferentes das bases normais, que podem 
ser incorporadas aos acidos nucleicos. Muitas vezes sao 
mutagenicas. 

Androgenio. Hormonio masculino que controla a atividade se¬ 
xual em animals vertebrados. 

Anemia. Disturbio caracterizado por palidez, fraqueza e disp- 
neia, decorrente da deficiencia de hemoglobina ou dimi- 
nuigao do numero de hemacias. 

Aneuploide. Organismo ou celula cujo numero de cromosso¬ 
mos nao e um multiplo exato do monoploide (n) com um 
genoma, isto e, hiperploide, maior (p. ex., 2n+ 1), ou hi- 
poploide, menor (p. ex., 2n— 1). Tambem designa os casos 
de duplicagao ou ausencia de parte de um cromossomo. 

Anfidiploide. Especie ou tipo de vegetal derivado da duplica¬ 
gao dos cromossomos na F hfbrida de duas especies; um 
alopoliploide. No anfidiploide, as duas especies sao conhe- 
cidas, enquanto nos outros alopoliploides elas podem ser 
desconhecidas. 

Antera. Orgao das flores que produz polen. 

Anticodon. Tres bases de um RNA transportador que sao com- 
plementares as tres bases de um codon especifico no RNA 
mensageiro. 

Anticorpo. Substancia de um tecido ou liquido do corpo que 
combate uma substancia estranha (antigeno). 

Antigeno. Substancia, geralmente uma proteina, a qual se liga 
um anticorpo ou um receptor de celulas T quando intro- 
duzida em um organismo vertebrado. 

Anti term mad or de transcrigao. Proteina que impede a RNA po- 
limerase de parar a transcrigao em sequencias especificas 
de termino de transcrigao. 

Apomixia. Metodo assexuado de reprodugao em que ha produ¬ 
gao de oosferas nao reduzidas (geralmente diploides) que 
se desenvolvem sem fertilizagao. 

Apoptose. Fenomeno no qual celulas eucariotas morrem por 
eventos internos geneticamente programados. 

Aptidao relativa. A sobrevivencia e a capacidade reprodutiva de 
um genotipo em uma populagao em comparagao com a so¬ 
brevivencia e a capacidade reprodutiva de outro genotipo 
nessa populagao. 

Aptidao. O numero de filhos de um individuo, muitas vezes 
comparado com a media da populagao ou com algum 
outro padrao, como o numero de filhos de determinado 
genotipo. 

Asco. Saco reprodutivo do estagio sexuado de um tipo de fun go 
(ascomiceto) no qual sao produzidos os ascosporos. 

Ascosporo. Um dos esporos contidos no asco de determinados 
fungos como Neurospora. 

Assinapse. Ausencia de pareamento ou pareamento parcial de 
cromossomos homologos durante a profase meiotica. 

Atenuagao. Mecanismo de controle da expressao genica em pro- 
cariotos que implica o termino prematuro da transcrigao. 

Atenuador. Sequencia de nucleotidios na regiao 5' de um gene 
procarioto (ou em seu RNA) que causa o termino prema¬ 
turo da transcrigao, possivelmente por formagao de uma 
estrutura secundaria. 
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Ativador (da expressao genica). Produto de genes reguladores 
que estimula, ou ativa, a expressao de outros genes. 

ATP. Trifosfato de adenosina: substancia rica em energia que 
promove determinadas atividades celulares. 

Autofertilizagao. Processo pelo qual o polen de determinado 
vegetal fertiliza os ovulos do mesmo vegetal. Diz-se que os 
vegetais ferdlizados dessa forma foram autopolinizados. 
Processo analogo ocorre em alguns animais, como nema- 
todeos e moluscos. 

Autonomo. Termo usado para designar toda unidade biologica 
que tem fungao independente, isto e, sem a ajuda de outra 
unidade. Por exemplo, um elemento transpomvel que co- 
difica uma enzima para sua propria transposigao (cf. Nao 

autonomo). 

Autopoliploide. Poliploide que tem conjuntos multiplos e iden- 
ticos ou quase identic os de cromossomos (genomas). Uma 
especie poliploide com genomas derivados da mesma es- 
pecie original. 

Autorradiografia. Registro fotogralico no qual se marca uma 
substancia, como o DNA, com uma substancia radioadva, 
como a dmidina tritiada, e se espera determinado perfo- 
do ate que a imagem produzida por decaimento radioativo 
seja revelada em um dime. 

Autossomo. Qualquer cromossomo nao sexual. 

Auxotrofico. Microrganismo mutante (p. ex., bacteria ou le- 
vedura) que nao cresce em meio minimo, mas requer o 
acrescimo de alguma substancia como um aminoacido ou 
uma vitamina. 

B 

BAC (cromossomos artificials bacterianos). Veto res de clona- 
gem construidos a partir de fatores de fertilidade bacteria- 
na (F); como os vetores YAC, eles aceitam insertos grandes 
de 200 a 500 kb. 

Bacterias lisogenicas. Bacterias que abrigam bacteriofagos tem- 
perados. 

Bacteriofago. Virus que ataca bacterias. Esses virus sao deno- 
minados bacteriofagos porque destroem as bacterias hos- 
pedeiras. 

Banda satelite. Banda formada por DNA em gradiente de den- 
sidade diferente e menor que o DNA da banda principal. 
A banda satelite contem sequencias de DNA repetidas de- 
nominadas DNA satelites com densidade menor ou maior 
que o DNA da banda principal. 

Bandeamento cromossomico. Coloragao de cromossomos que 
mostra areas claras e escuras ao longo dos cromossomos. 
As comparagoes laterals identificam os pares. E possivel 
identificar cada cromossomo humano pelo padrao de 
bandas. 

B-DNA DNA bifilamentar cuja helice e dextrogira, com 10,4 pa¬ 
res de bases por volta; a conformagao do DNA quando pre¬ 
sente em solugoes aquosas com baixa concentragao de sal. 

Biblioteca de cDNA. Conjunto de clones de cDNA contendo 
copias dos RNA isolados de um organismo ou de um tipo 
especifico de tecido ou celula de um organismo. 

Biblioteca de DNA genomico. Colegao de genes contendo as 
sequencias do DNA genomico de um organismo. 

Bioinformatica. Estudo da genetica e de outras informagoes 
biologicas usando tecnicas de computador e estatisticas. 


Biometria. Aplicagao de metodos estatisticos ao estudo de pro- 
blemas biologicos. 

Biopsta de vilosidades corionicas. Procedimento no qual amos- 
tras de celulas de um embriao sao coletadas para teste ge- 
nedco. 

Bivalente. Par de cromossomos homologos em sinapse ou asso- 
ciados que passaram por um processo de duplicagao para 
formar um grupo de quatro cromatides. 

Blastomero. Qualquer uma das celulas formadas nas primeiras 
clivagens no desenvolvimento de animais. 

Blastula. Em animais, forma embrionaria inicial que sucede o 
estagio de morula; em geral, uma camada simples ou uma 
esfera de celulas. 

Bolha de replicagao. Regiao localizada de separagao do fila- 
mento complementar que ocorre na origem da replicagao 
no inicio da replicagao do DNA. 

Bolha de transcrigao. Segmento de DNA com desenrolamento 
local no qual esta sendo sintetizado um transcrito de RNA. 

Bombardeamento com microprojeteis. Procedimento que visa 
transformar celulas vegetais pelo disparo de particulas de 
tungstenio ou de ouro revestidas de DNA para dentro das 
celulas. 

c 

Cadeia kappa. Uma das duas classes de cadeias leves de anticor- 
po (cf. Cadeia lambda). 

Cadeia lambda. Uma das duas classes de cadeias leves de anti- 
corpo (cf. Cadeia kappa). 

Calvtde de padrao masculino. Forma hereditaria de calvfcie na 
qual a rarefagao do cabelo comega no topo da cabega. 

Caminhada no cromossomo (chromosome walking ). Procedimen¬ 
to que usa grandes clones superpostos para o deslocamen- 
to sequencial de um sitio para outro ao longo de um cro¬ 
mossomo. (Veja tambem Clonagem posicional.) 

Cancer colorretal nao polipoide. Tipo de cancer encontrado na 
porgao inferior do trato digestivo, as vezes herdado como 
um disturbio dominante. 

Cap 5' (mRNA). O cap (capacete) de 7-metil-guanosina acres- 
centado a maioria dos mRNA eucariodcos apos a transcri¬ 
gao. 

Capsulas de polissacaiidio. Revestimentos de carboidrato com 
especificidade andgenica que estao presentes em alguns 
tipos de bacterias. 

Caracterisdca de limiar. Caracterfsdca que tem manifestagao 
descondnua, mas e influenciada por variagoes genedcas e 
ambientais continuas. 

Caracterisdca multifatorial. Caracterisdca determinada por 
uma combinagao de varios fatores geneticos e ambientais. 

Caracterisdcas quandtativas. Fenotipos mensuraveis, como al- 
tura, peso e velocidade de crescimento. 

Carater (caracterisdca). Um dos muitos detalhes da estrutura, 
forma, substancia ou fungao que compoem um organismo 
individual. 

Carboidrato. Molecula consdtuida de carbono, hidrogenio e 
oxigenio na proporgao de 1:2:1; uma molecula de agucar 
ou uma macromolecula composta de subunidades de agu¬ 
car. 

Carcinogeno. Agente capaz de induzir cancer em um organismo. 
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Cariotipo. A constituigao cromossomica de uma celula ou 
um indivfduo; os cromossomos dispostos em ordem de 
comprimento e de acordo com a posigao do centrome- 
ro; tambem e a formula abreviada da constituigao cro¬ 
mossomica, como 47, XX + 21 na trissomia do 21 em ser 
humano. 

Cauda poli(A) (mRNA). Trecho de poliadenosina com 20 a 
200 nucleotidios de comprimento que e acrescentado as 
extremidades 3' da maioria dos mRNA eucarioticos apos 
a transcrigao. 

cDNA (DNA comp lemon tar). Molecula de DNA sintetizada in 
vitro a partir de um molde de RNA. 

Celula (ou nucleo) totipotente. Celula (ou nucleo) indiferen- 
ciada como um blastomero que, quando isolado ou ade- 
quadamente transplantado, pode dar origem a um cm 
briao completo. 

Celula doadora. Bacteria que doa DNA para outra celula (re- 
ceptora) durante a recombinagao em bacterias (cf. Celula 
receptora). 

Celula F + . Bacteria que contem um fator de fertilidade (F) au- 
tonomo. Veja Fator F. 

Celula germinativa. Celula reprodutiva capaz, quando madura, 
de ser fertilizada e reproduzir um organismo inteiro (cf. 

Celula somatica). 

Celula receptora. Bacteria que recebe DNA de outra celula (do¬ 
adora) durante a recombinagao (cf. Celula doadora). 

Celula somatica. Celula constituinte do corpo, ao contrario de 
uma celula germinativa que e capaz, quando fertilizada, de 
reproduzir o organismo. 

Celula-filha. Produto da divisao celular. 

Celula-mae. Celula preparada para se dividir por mitose ou 
meiose. 

Celulas do polo. Grupo de celulas na porgao posterior de em- 
bribes de Drosophila que sao precursoras da linhagem ger¬ 
minativa do adulto. 

Celulas eucarioticas. As celulas dos organismos classificados 
como eucariotos. Essas celulas sao caracterizadas por te- 
rem um nucleo, que contem o DNA cromossomico, deli- 
mitado por membrana. 

Celulas procarioticas. As celulas dos organismos classificados 
como procariotos. Essas celulas sao caracterizadas por nao 
terem um nucleo, delimitado por membrana, que contem 
o DNA cromossomico. 

Celulas T auxiliaries. Celulas T cuja resposta a um antfgeno exi- 
bido por um macrofago e a estimulagao da transformagao 
de linfocitos B e T em plasmocitos produtores de anticor- 
pos e celulas T citotoxicas, respectivamente. 

Celulas-tronco embrionarias (CTE). Celulas presentes em cm- 
brides capazes de se diferenciar em muitos tipos diferentes 
de tecidos e/ou organs. 

Celula-tronco. Celula capaz de extensa pro life ragao e cuja prole 
e capaz de se diferenciar em tipos celulares especializados. 

CentiMorgan. Veja Unidade de crossing over. 

Centrifugagao de equilibrio por gradieute de densidade. Proce- 
dimento usado para separar macromoleculas com base em 
sua densidade (massa por unidade de volume). 

Centriolo. Organela existente em muitas celulas animais e que 
aparentemente participa da formagao do fuso durante a 
mitose. 


Centro organizador de microtubulos (MTOC). Regiao de uma 
celula eucariotica que produz os microtubulos usados du¬ 
rante a divisao celular. Em celulas de animais, o MTOC 
esta associado a organelas distintas denominadas centros- 
somos. 

Centromero. Regiao de um cromossomo onde ha fixagao a li¬ 
bra do fuso mitotico. 

Centrossomo. Organela em forma de barril associada ao fuso 
mitotico em celulas animais. 

Chaperona. Protefna que auxilia novos polipeptfdios a se do- 
brarem em suas estruturas tridimensionais proprias. 

Chip de DNA. Veja Chip genico. 

Chip genico. Uma pequena bolacha ( wafer ) de silfcio ou ou- 
tro suporte solido que contem uma grande quantidade 
de oligonucleotidios ou sondas de hibridizagao de cDNA 
dispostos em sua superficie em um padrao especffico, ou 
microarranjo. 

Ciclo celular. Eventos cfclicos ocorridos durante as divisoes das 
celulas mitoticas. O ciclo celular oscila entre mitose e inter- 
fase, que e dividida em G p S e G 2 . 

Cilio. Estrutura locomotora, semelhante a um pelo, presen¬ 
te em determinadas celulas; estrutura locomotora de 
protozoarios ciliados. 

Cinetica. Processo dinamico que inclui movimento. 

Cinetocoro. Estrutura proteinacea associada ao centromero de 
um cromossomo durante a divisao celular eucariotica; o 
ponto ao qual se fixam os microtubulos para deslocar o 
cromossomo durante o processo de divisao. 

Citocinese. Divisao citoplasmatica e outras alteragoes exclusivas 
da divisao nuclear que sao parte da mitose ou meiose. 

Citoesqueleto. Sistema complexo de fibras e filamentos que 
proporciona sustentagao as celulas e participa do desloca- 
mento de componentes celulares pelo citoplasma. 

Citogenetica. Area da biologia relacionada com os cromosso¬ 
mos e suas implicagoes na genetica. 

Citologia. Estudo da estrutura e da fungao das celulas. 

Citoplasma. Protoplasma de uma celula fora do nucleo, no qual 
residem as organelas celulares (mitocondrias, plastidios e 
semelhantes); todas as partes vivas da celula, exceto o nu¬ 
cleo. 

Citosina (G). Base pirimidmica encontrada no RNA e no DNA. 

Classe modal. Em uma distribuigao de frequencia, a classe que 
tern a maior frequencia. 

Clonagem (gene). Produgao de muitas copias de um gene ou 
de uma sequencia especffica de DNA. 

Clonagem genica. Incorporagao de um gene de interesse em 
uma molecula de DNA autorreplicante e amplificagao da 
molecula de DNA recombinante resultante em uma celula 
hospedeira apropriada. 

Clonagem posicional. Isolamento de um clone de um gene ou 
outra sequencia de DNA com base na posigao no mapa no 
genoma. 

Clonagem reprodutiva. Processo no qual o nucleo de um game- 
ta feminino e substitufdo pelo nucleo de uma celula de um 
organismo desenvolvido com o objetivo de produzir um 
novo organismo geneticamente identico ao doador. 

Clonagem terapeutica. Processo no qual o nucleo do ovocito e 
substitufdo pelo nucleo de uma celula de doador (possivel- 
mente diferenciada) com o objetivo de produzir uma po- 
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pulagao de celulas-tronco com genotipo igual ao da celula 
doadora. Essas celulas-tronco poderiam, entao, ser usadas 
para substituir celulas perdidas no organismo doador. 

Clone. Todos os individuos originados de propagagao vegetativa 
de um unico individuo original. Em biologia molecular, uma 
populagao de moleculas de DNA idendcas que apresentam 
uma sequencia de DNA especifica de um organismo. 

Cloroplasto. Organela verde no citoplasma de vegetais que con¬ 
tent ctorofila e na qual e sintetizado o amido. Um meca- 
nismo de heranga citoplasmadca, independente de genes 
nucleares, foi associado a essas organelas citoplasmaticas. 

Codigo genetico. O conjunto de 64 trinucleotidios que especi- 
ficam os 20 aminoacidos e o inicio e o termino da cadeia 
polipeptidica. 

Codon de iniciagao. Sequencia de tres nucleotldios no mRNA 
- geralmente AUG, as vezes GUG — que indica o inicio de 
um novo polipeptidio durante a tradugao. 

Codon de termino de cadeia. Codon que especifica o termi¬ 
no da cadeia polipeptidica em vez da incorporagao de 
um aminoacido. Ha tres codons desse tipo (UAA, UAG e 
UGA), reconhecidos por fatores de liberagao de protelnas, 
e nao por tRNA. 

Codon. Conjunto de tres nucleotldios adjacentes em uma 
molecula de mRNA que especifica a incorporagao de um 
aminoacido a uma cadeia polipeptidica ou que indica o 
termino da slntese do polipeptidio. Codons com essa ulti¬ 
ma fungao sao denominados codons de termino ou finali- 
zadores. 

Coeficiente binomial. Termo que indica o numero de maneiras 
de obter os dois resultados posslveis em uma experiencia 
na qual so sao posslveis dois resultados. 

Coeficiente de coincidencia. A razao entre a frequencia obser- 
vada e a frequencia esperada de crossing overs duplos, cal- 
culada com base na suposigao de que os crossing overs em 
segmentos adjacentes do cromossomo sao independentes. 

Coeficiente de endogaxnia. Probabilidade de que dois alelos em 
um individuo sejam identicos por descendencia de um an¬ 
cestral comum. 

Coeficiente de relagao. Fragao de genes comuns a dois indivi¬ 
duos em virtude de ascendencia comum. 

Coeficiente de selegao. Numero que mede a aptidao de um ge¬ 
notipo em relagao a um padrao. 

Coeficiente. Numero que expressa a quantidade de alguma 
variagao ou efeito em determinadas condigoes (p. ex., o 
coeficiente de endogamia). 

Coenzima. Substancia necessaria para a atividade de uma en- 
zima. 

Coincidencia. Razao entre a frequencia observada e a fre¬ 
quencia esperada de crossing overs duplos, na qual a fre¬ 
quencia esperada e calculada com base na suposigao de 
que os dois eventos de crossing over sao independentes um 
do outro. 

Cointegrado. Molecula de DNA formada pela fusao de duas 
moleculas de DNA diferentes, geralmente mediada por 
um elemento transponlvel. 

Colchidna. Alcaloide derivado da Colchicum autumnale (planta 
dama-nua) e usado para interromper a formagao do fuso 
e a mitose. 

Colinearidade ( adj colinear). Relagao na qual as unidades de 
uma molecula ocorrem na mesma sequencia que as uni¬ 


dades de outra molecula que especificam; por exemplo, 
os nucleotldios de um gene sao colineares em relagao aos 
aminoacidos do polipeptidio codificado por ele. 

Colonia. Colegao compacta de celulas produzida pela divisao 
de uma unica celula progenitora. 

Compensacao de dose. Fenomeno no qual a atividade de um 
gene e aumentada ou diminulda de acordo com o numero 
de copias desse gene na celula. 

Competencia (adj. competente). Capacidade que tern uma ce¬ 
lula bacteriana de incorporar DNA e sofrer transformagao 
genetica. 

Complementaridade. Relagao entre os dois filamentos de uma 
dupla helice de DNA. A timina em um filamento faz par 
com a adenina no outro filamento, e a citosina em um fila¬ 
mento faz par com a guanina no outro filamento. 

Complexo de Golgi. Sistema de membranas no interior das 
celulas que participa da secregao de substancias celulares. 

Complexo de silenciamento tnduzido por RNA (RISC). Com¬ 
plexo proteico que usa RNA bifilamentar para produzir e 
direcionar pequenos RNA de interferencia para RNA men- 
sageiros complementares nas celulas eucarioticas. 

Complexo sinaptonemico. Estrutura semelhante a uma fita, 
formada entre homologos em sinapse no fim da primeira 
profase meiodca, que une as cromatides ao longo de sua 
extensao e facilita a troca de cromatides. 

Configuragao cis. Veja Acoplamento. 

Configuragao trans. Veja Repulsao. 

Conidio. Esporo assexuado produzido por hifa especializada 
em determinados fungos. 

Conjugagao. Uniao de celulas sexuais (gametas) ou de orga- 
nismos unicelulares durante a fertilizagao; em Escherichia 
coli, transferencia unidirecional de material genetico de 
um doador (celula “masculina”) para um receptor {celula 
“feminina”). 

Consanguinidade. Relagao decorrente de descendencia de um 
ancestral comum. 

Contig. Conjunto de clones superpostos que constituent um 
mapa ffsico de uma porgao de um cromossomo. 

Conversao genica. Processo, muitas vezes associado a recombi- 
nagao, durante o qual ha replicagao de um alelo a custa de 
outro, o que ocasiona razoes de segregagao nao mendelia- 
nas. Nas tetrades completas, por exemplo, a razao pode ser 
de 6:2 ou 5:3 em vez da razao esperada de 4:4. 

Copolimeros. Misturas constituidas de mais de um monomero; 
por exemplo, po timer os de dois tipos de bases organicas 
como uracila e citosina (poli-UC) foram combinados para 
estudos do codigo genedco. 

Corpos embrioides. Massas de celulas diferenciadas e indife- 
renciadas derivadas de celulas-tronco embrionarias. 

Corpos polares. Em animais femeas, as celulas menores produ- 
zidas na meiose que nao se transformant em ovocitos. O 
primeiro corpo polar e produzido na divisao I e nao pode 
passar pela divisao II. O segundo corpo polar e produzido 
na divisao II. 

Corpusculo basal. Granulo pequeno ao qual esta fixado um ci- 
lio ou flagelo. 

Corpusculo de Barr. Massa condensada de cromadna que e 
encontrada nos nucleos de mamiferos placentarios e que 
content um ou mais cromossomos X; nome dado em ho- 
menagem ao seu descobridor, Murray Barr. 
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Correlagao. Associagao estatistica entre variaveis. 

Correpressor. Molecula efetora que forma um complexo com 
um repressor e desativa a expressao de um gene ou con- 
junto de genes. 

Cosmidios. Vetores de clonagem que sao hibridos entre cro- 
mossomos de fago X e plasmidios; contem sitios cos do fago 
X e origens de replicagao dos plasmfdios. 

Covariancia. Medida da associagao estatfstica entre variaveis. 

cpDNA. DNA de plastidios vegetais, entre eles os cloroplastos. 

Cromatide. Na mitose ou meiose, um dos dois filamentos iden- 
dcos resultantes da autoduplicagao de um cromossomo. 

Cromatide-irma. Um dos produtos da duplicagao do cromos¬ 
somo. 

Cromadna. O complexo de DNA e protemas em cromossomos 
eucariodcos; originalmente nomeada em razao da rapidez 
com que e tingida por alguns corantes. 

Cromatografia. Me tod o para separar e identificar os compo- 
nentes de misturas de moleculas com propriedades qui- 
micas e fisicas semelhantes. 

Cromocentro. Corpo produzido por fusao das regioes hete- 
rocromaticas dos cromossomos nos tecidos politenicos 
(p. ex., glandulas salivares) de alguns dipteros. 

Cromomeros. Corpos pequenos identificados por seu tamanho 
caracterisdco e arranjo linear ao longo de um cromosso¬ 
mo. 

Cromonema. Filamento distinguido opticamente que forma 
uma estrutura axial dentro de cada cromossomo. 

Cromossomo acentrico. Fragmento de cromossomo sem cen- 
tromero. 

Cromossomo balanceador. Em genetica de Drosophila, cromos¬ 
somo com multiplas inversoes e marcador dominante que 
inibe a recombinagao com um cromossomo homologo es- 
truturalmente normal. 

Cromossomo CIB. Cromossomo X de Drosophila que tern uma 
mutagao causadora de olhos em forma de barra e uma mu- 
tagao letal recessiva dentro de uma grande inversao. 

Cromossomo composto. Cromossomo formado pela uniao de 
dois cromossomos distintos do mesmo par, como em cro¬ 
mossomos X ligados ou cromossomos X-Y ligados. 

Cromossomo dicentrico. Cromossomo que tern dois centrome- 
ros. 

Cromossomo heterologo. Cromossomo que contem um con- 
junto de genes diferente do cromossomo ao qual e com- 
parado. 

Cromossomo metacentrico. Cromossomo que tern o centrome- 
ro perto do meio e dois bragos de comprimentos aproxi- 
madamente iguais. 

Cromossomo X. Cromossomo associado a determinagao do 
sexo. Na maioria dos animais, a femea tern dois cromosso¬ 
mos X e o macho, um. 

Cromossomo Y. O par do cromossomo X no macho de muitas 
especies de animais. 

Cromossomos. Aglomerados de nucleoproteina de coloragao 
escura que sao observados nas celulas durante a divisao. 
Cada cromossomo tern um arranjo linear de genes. 

Cromossomos homologos. Cromossomos que ocorrem em pa¬ 
res e geralmente tem tamanho e formato semelhantes, um 
proveniente do genitor de sexo masculino e o outro, do 


genitor do sexo feminino. Esses cromossomos contem o 
mesmo arranjo de genes. 

Cromossomos politenicos. Cromossomos gigantes produzidos 
por replicagao na interfase sem divisao e constituidos de 
muitas cromatides identicas dispostas lado a lado, em pa- 
drao semelhante a um cabo. 

Cromossomos sexuais. Cromossomos associados a determina¬ 
gao do sexo. 

Crossing over desigual. Crossing over entre sequencias de DNA 
repetidas com pareamento desalinhado, criando produtos 
duplicados e deficientes. 

Crossing over. Processo no qual os cromossomos trocam mate¬ 
rial por meio da quebra e reuniao de suas moleculas de 
DNA. (Veja tambem Recombinagao.) 

Cruzamento consanguineo. Cruzamento entre parentes. 

Cruzamento de irmaos. Cruzamentos de dois individuos que 
tem os mesmos pais; cruzamento entre irmao e irma. 

Cruzamento inter-racial ou interespecifico. Cruzamento de 
membros pertencentes a ragas ou especies diferentes. 

Cruzamento mono-hibrido. Cruzamento entre individuos que 
diferem em apenas uma caracteristica ou nos quais so esta 
sendo considerado um trago. 

Cruzamento preferencial. Cruzamento no qual os parceiros sao 
escolhidos em razao da semelhanga fenotipica. 

Cruzamentos reciprocos. Cruzamentos entre diferentes linha- 
gens com os sexos invertidos; por exemplo, femea A X ma¬ 
cho B e macho A X femea B sao cruzamentos reciprocos. 

Cruzamento-teste. Retrocruzamento do tipo parental recessivo, 
ou cruzamento entre individuos de genotipo desconheci- 
do com um testador totalmente recessivo para determinar 
se o individuo em questao e heterozigoto ou homozigoto 
para determinado alelo. Tambem e usado como teste de 
ligagao genica. 

D 

Dalton. A massa de um atomo de hidrogenio. 

de novo. Original, novo, mais uma vez. 

Deficiencia (delegao). Ausencia de um segmento de um cro¬ 
mossomo, reduzindo o numero de loci. 

Degeneragao (do codigo genetico). Especificagao de um 
aminoacido por mais de um codon. 

Depressao endogamica. Observagao de que as linhagens endo- 
gemicas sao mais fracas que as linhagens nao endogamicas. 

Deriva. Veja Deriva genetica aleatoria. 

Deriva genetica. Veja Deriva genetica aleatoria. 

Deriva genetica aleatoria. Alteragoes da frequencia alelica em 
pequenas populagoes reprodutivas decorrentes de varia- 
goes fortuitas. 

Desnaturagao. Perda da configuragao nativa de uma macromo- 
lecula, geralmente acompanhada de perda da atividade 
biologica. As proteinas desnaturadas costumam desdobrar 
suas cadeias polipeptidicas e exibir propriedades alteradas 
de solubilidade. 

Desoxirribonuclea.se (DNase). Enzima que hidrolisa o DNA. 

Desrepressao. Processo de ativar a expressao de um gene ou 
conjunto de genes que havia sido reprimida (desadvada). 

Desvio. Em estatistica, afastamento de um valor esperado. 

Desvio padrao. Medida de variabilidade em um conjunto de 
dados; a raiz quadrada da variancia. 
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Determinagao. Processo de comprometimento das celulas indi- 
ferenciadas de um embriao para transform agao em tipos 
celulares especificos, como neuronio, fibroblasto e celula 
muscular. 

Diacinese. Estagio da meiose logo antes da metafase I no qual 
ha encurtamento e espessamento dos bivalentes. 

Dlcotiledonea. Vegetal com dois cotiledones (folhas embriona- 
rias). 

Diferenciagao. Processo em que celulas nao especializadas de- 
senvolvem estruturas e fungoes caracteristicas. 

Diferencial de selegao. Na reprodugao de vegetais e animais, a 
diferenga entre a media dos individuos selecionados para 
serem pais e a media da populagao em geral. 

Bi-hibrido, cruzamento di-hibrido. Individuo heterozigoto para 
dois pares de alelos; a prole de um cruzamento entre ho- 
mozigotos que difere em dois aspectos. 

Dimero. Substancia que tern composigao percentual igual a de 
outra, mas o dobro do peso molecular; produzido por po- 
limerizagao. 

Dimorfismo. Duas formas diferentes em um grupo em relagao a 
caracteristicas como sexo, tamanho ou coloragao. 

Diploide. Organismo ou celula com dois conjuntos de cromos- 
somos (2 n) ou dois genomas. Os tecidos somaticos de ve¬ 
getais superiores e animais geralmente tern constituigao 
cromossomica diploide em contraste com os gametas ha- 
ploides (monoploides). 

Diplot eno (diplonema). Estagio na profase da meiose I depois 
do paquiteno, mas antes da diacinese, no qual os cromos- 
somos de bivalentes se separam nos centromeros e na re¬ 
giao adjacente. 

Disco imaginal. Massa de celulas nas larvas de Drosophila e de 
outros insetos holometabblicos que da origem a determi- 
nado organ no adulto, como ante na, olho ou asa. 

Discordante. Membros de um par que tern caracteristicas dife¬ 
rentes, em vez de semelhantes. 

Disgenesia hibrida. Em Drosophila, uma sindrome de caracteris¬ 
ticas anormais da linhagem germinadva, que incluem mu- 
tagao, quebra do cromossomo e esterilidade, resultantes 
da atividade do elemento transpomvel. 

Disjungao. Separagao de cromossomos homologos durante a 
anafase de divisoes mitodcas ou meioticas. (Veja tambem 

Nao disjungao). 

Dissociagao (Ds). Elemento transponfvel no milho, originalmen- 
te detectado como agente mediador da quebra do cromos¬ 
somo em resposta ao efeito do Activator (Ac), outro elemen¬ 
to transpomvel. 

Distribuigao de frequencia. Graft co que mostra a incidencia re- 
ladva ou absoluta de classes em uma populagao. As classes 
podem ser definidas por uma variavel disdnta ou contfnua; 
neste ultimo caso, cada classe representa um intervalo di- 
ferente na escala de medida. 

Distribuigao independente. Distribuigao aleatoria de alelos 
para os gametas que ocorre quando os genes estao loca- 
lizados em diferentes cromossomos. A distribuigao de um 
par de alelos e independente de outros genes localizados 
em cromossomos nao homologos. 

Divisao equacional. Divisao do tipo mitodca que geralmente e a 
segunda divisao na sequencia meiotica; mitose somatica e 
divisao nao reducional da meiose. 


Divisao reducional. Fase da meiose na qual ha separagao dos 
cromossomos maternos e paternos do bivalente (cf. Divi¬ 
sao equacional). 

DNA. Acido desoxirribonucleico; material genedco que 
content informagoes e consdtui os genes. O DNA e 
uma macromolecula composta de uma cadeia longa de 
desoxirribonucleotidios unidos por ligagoes fosfodiester. 
Cada desoxirribonucleotidio contem um grupo fosfato, 
o agucar 2-desoxirribose com cinco carbonos e uma base 
nitrogenada. 

DNA do cloroplasto. Veja cpDNA. 

DNA fotoliase. Enzima que usa energia da luz azul para clivar 
ligagoes cruzadas covalentes induzidas por luz ultraviole- 
ta na timina, na citosina e nos dimeros citosina-timina no 
DNA. 

DNA girase. Enzima bacteriana que catalisa a super-helicoidiza- 
gao negativa do DNA. 

DNA helicase. Enzima que catalisa o desenrolamento dos fila- 
mentos complementares de uma dupla helice de DNA. 

DNA ligase. Enzima que catalisa o fechamento covalente de 
cortes nas duplas helices de DNA. 

DNA mitocondrial. Veja mtDNA. 

DNA polimerase. Enzima que catalisa a sintese de DNA. 

DNA primase. Enzima que catalisa a sintese de filamentos cur- 
tos de RNA que iniciam a sintese de filamentos de DNA. 

DNA repetitivo. Sequencias de DNA presentes em multiplas co- 
pias em um genoma - em algumas ocasioes, um milhao de 
vezes ou mais. 

DNA satelite. Componente do genoma que pode ser isolado 
do res tan te do DNA por centrifugagao em gradiente de 
densidade. Em geral, e consdtuido de sequencias curtas e 
altamente repetitivas. 

DNA topoisomerase. Enzima que catalisa a introdugao ou a re- 
tirada de super-helices do DNA. 

Doenga de Huntington (DH). Disturbio neurodegenerativo de 
inicio tardio (30 a 50 anos de idade) em seres humanos, 
causado por mutagao autossomica dominante. O defeito 
genedco e uma repedgao expandida do trinucleotidio 
(CAG) n que codifica uma regiao poliglutamina anormal- 
mente longa perto da terminagao amino do produto do 
gene huntingtina. 

Doengas autoimunes. Disturbios nos quais o sistema imune dos 
individuos afetados produz anticorpos contra antigenos 
proprios - antigenos sintetizados pelas proprias celulas. 

Dominancia incompleta. Expressao de dois alelos em um he¬ 
terozigoto que permite disdnguir o heterozigoto dos pais 
homozigotos. 

Do min ancia influenciada pelo sexo. Expressao dominante que 
depende do sexo do individuo. Por exemplo, em algumas 
ragas de carneiros, os chifres sao dominantes nos machos e 
recessivos nas femeas. 

Do minan te. Termo usado para se referir a um alelo que se ma- 
nifesta para a exclusao de um alelo diferente em um orga¬ 
nismo heterozigoto. 

Dominio aptamero. A regiao de um riborregulador ( riboswitch) 
que se liga ao metabolito. 

Dominio de expressao. Regiao de um riborregulador {riboswitch) 
que pode se dobrar de duas formas, uma que facilita a ex¬ 
pressao genica e outra que bloqueia a expressao genica. 
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Down, sindrome de. Fenotipo resultante de trissomia do cro- 
mossomo 21 em seres humanos. 

Dupla helice. Molecula de DNA composta de dois filamentos 
complementares. 

Duplicagao. Ocorrencia de um segmento mais de uma vez no 
mesmo cromossomo ou genoma; tambem se refere a mul- 
tiplicagao de celulas. 

Duplicagao do sitio-alvo. Sequencia de DNA duplicada quando 
ha insergao de um elemento transpomvel; geralmente en- 
contrada em cada extremidade da insergao. 

E 

Ecdisona. Hormonio que influencia o desenvolvimento em in- 
setos. 

Eclosao. Saida de um inseto adulto do estagio pupal. 

Ecotipo. Populagao ou linhagem de organismos adaptados a 
determinado habitat. 

Ectopico. Termo usado para descrever um fenomeno ocorrido 
em local anormal. 

Edigao de RNA. Processos pos-transcrigao que alteram as infor- 
magoes codificadas em transcritos de genes (RNA). 

Efeito de posigao ds-trans. Ocorrencia de diferentes fenotipos 
quando ha duas mutagoes em heterozigotos cis e trans. 

Efeito materno. Caracteristica controlada por um gene da mae, 
mas expresso na prole. 

Efeitos alelicos aditivos. Fatores geneticos que elevam ou re- 
duzem o valor de um fenotipo em uma escala linear de 
medida. 

Elemento controlador. No milho, um elemento trans pomvel 
como Ac ou Ds capaz de influenciar a expressao de um 
gene adjacente. 

Elemento genetico transpomvel. Elemento de DNA capaz de 
passar de um local para outro no genoma. 

Elemento IS (sequencia de insergao). Sequencia de DNA curta 
(800 a 1.400 pares de nucleotidios) encontrada em bacte- 
rias e capaz de se transpor para uma nova localizagao geno- 
mica; outras sequencias de DNA limitadas por elementos 
IS tambem podem ser transpostas. 

Elemento P. Elemento transpomvel em Drosophila que, quando 
ativado, causa disgenesia hibrida. 

Elemento semelhante a retrovirus. Tipo de retrotransposon 
que se assemelha a forma integrada de um retrovirus. 

Eletroforese. Migragao de particulas suspensas em um campo 
eletrico. 

Eletroporagao. Processo que torna as membranas celulares 
permeaveis ao DNA mediante aplicagao de corrente ele- 
trica intensa. 

Embriao. Organismo nos estagios iniciais do desenvolvimento; em 
seres humanos, os primeiros 2 meses de vida intrauterina. 

Endogamia. Cruzamento entre individuos com parentesco. 

Endomitose. Duplicagao de cromossomos sem divisao do nu- 
cleo, com consequente aumento do numero de cromosso¬ 
mos na celula. Os filamentos dos cromossomos se separam, 
mas a celula nao se divide. 

Endonuclease de restrigao. Veja Enzima de restrigao. 

Endonuclease. Enzima que quebra filamentos de DNA em po- 
sigoes internas; algumas participant da recombinagao do 
DNA. 


Endopoliploidia. Estado em que as celulas de um organismo 
diploide content multiplos do numero diploide de cromos¬ 
somos (ou seja, 4 n, 8 n, e assim por diante). 

Endosperma. Tecido nutritivo que se desenvolve no saco em- 
brionario da maioria das angiospermas. De modo geral, 
surge depois da fertilizagao dos dois nucleos endospermi- 
cos primarios fundidos do saco embrionario por um dos 
dois nucleos espermaticos. Na maioria dos vegetais diploi- 
des, o endosperma e triploide (3n). 

Endossimbiose. Retagao mutuamente benefica na qual um or¬ 
ganismo vive dentro de outro. 

Enzim a. Proteina que acelera uma reagao quimica especffica 
em um sistema vivo. 

Enzima constitutiva. Enzima sintetizada continuamente quais- 
quer que sejam as condigoes de crescimento (cf. Enzim a 
induzivel e Enzim a repressivel). 

Enzima de restrigao. Endonuclease que reconhece uma se¬ 
quencia curta especffica no DNA e cliva a molecula de 
DNA naquele sitio ou perto dele. 

Enzim a induzivel. Enzima sintetizada apenas na presenga do 
substrata que atua como indutor. 

Enzim a repressivel. Enzima cuja sintese e diminuida por uma 
molecula reguladora. 

Enzimas de reparo do DNA. Enzimas que catalisam o reparo do 
DNA danificado. 

Epigenetico. Termo relativo as causas nao geneticas de um fe¬ 
notipo. 

Epissomo. Elemento genetico que pode estar presente ou au- 
sente em diferentes celulas e que pode estar inserido em 
um cromossomo ou independente no citoplasma (p. ex., o 
fator de fertilidade [F] em Escherichia coll). 

Epistasia. Interagoes entre produtos de genes nao alelicos. Os 
genes suprimidos sao denominados hipostaticos. A domi- 
nancia esta associada a membros de pares alelicos, ao passo 
que a epistasia resulta de interagoes dos produtos de nao 
alelos. 

Equilibrio. Estado de sistemas dinamicos em que nao ha alte- 
ragao real. 

Equilibrio da ligagao. Estado no qual ha associagao aleatoria 
entre os alelos de loci ligados nos cromossomos de uma po¬ 
pulagao. 

Equilibrio genetico. Condigao em um grupo de organismos em 
que ha intercruzamento na qual as frequencias de alelos 
permanecem constantes ao longo do tempo. 

Erro padrao. Medida da variagao em uma serie de medias. 

Especiagao alopatrica. Especiagao decorrente, ao menos em 
parte, do isolamento geografico. 

Especiagao simpatrica. Formagao de uma nova especie por po- 
pulagoes que habitant as mesmas regioes geograficas ou 
regioes superpostas. 

Especie. Intercruzamento, populagoes naturais que sao isola- 
das reprodutivamente de outros grupos do mesmo tipo. 

Espermatides. As quatro celulas formadas pelas divisoes meio- 
ticas na espermatogenese. As espermatides tornam-se es- 
permatozoides maduros. 

Espermatocito (celula-mae do espermatozoide). A celula que 
passa por duas divisoes meioticas (espermatogenese) para 
formar quatro espermatides; o espermatocito primario an¬ 
tes da conclusao da primeira divisao meiotica; o esperma- 
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tocito secunddrio depois da conclusao da primeira divisao 
meiotica. 

Espermatocito secundario. Veja Espermatocito. 

Espermatogenese. Processo de maturagao dos gametas (esper- 
matozoides) masculinos. 

Espermatogonia. Celula germinadva masculina primordial que 
pode se dividir por mitose e produzir mais espermatogo- 
nias. A espermatogonia pode entrar em fase de crescimen- 
to e dar origem a um espermatocito primario. 

Espermatozoide. Celula germinadva masculina madura. 

Espermiogenese. Formagao de espermatozoides a partir das 
espermatides; a parte da espermatogenese que sucede as 
divisoes meioticas dos espermatocitos. 

Espliceossomo. O complexo de RNA/proteina que excisa in- 
trons de transcritos primaries de genes nucleares em eu- 
cariotos. 

Esporofito. Geragao diploide no ciclo de vida de um vegetal 
que produz esporos haploides por meiose. 

Esqueleto (scaffold). A estrutura central de cromossomos con- 
densados. E constituido de proteinas cromossomicas nao 
histonicas. 

EST (etiquetas de sequencias express as). Sequencias curtas de 
cDNA usadas para ligar mapas fisicos e mapas geneticos 
(RFLP). 

Estame. Estrutura alongada que sustenta as anteras em angios- 
permas. 

Estatistica. Valor baseado em uma amostra ou amostras de uma 
populagao a pardr do qual e possivel fazer esdmadvas de 
um valor ou parametro populacional. 

Esterilidade. Incapacidade de gerar prole. 

Estrogenio. Hormonio feminino ou substancia produtora de 
estro. 

Eucarioto. Membro do grande grupo de organismos que tern nu- 
cleos celulares delimitados por membrana (cf. Procarioto). 

Eucromatina. Material genetico que nao e dngido tao intensa- 
mente por alguns corantes durante a interfase e que consti- 
tui muitos dpos diferentes de genes (cf. Heterocromatina). 

Eugenia. Aplicagao dos principios de Genetica a melhora da 
humanidade. 

Euploide. Organismo ou celula cujo numero de cromossomo e 
um multiplo exato do numero monoploide ( n) ou haploi- 
de. Os termos usados para identificar diferentes niveis em 
uma serie euploide sao diploide, triploide, tetraploide, e 
assim por diante (cf. Aneuploide). 

Excinuclease. Complexo proteico contendo endonuclease que 
excisa um segmento de DNA lesado durante o reparo por 
excisao. 

Exogamia. Cruzamento de individuos sem parentesco. 

Exons. Os segmentos de um gene eucariotico que correspon- 
dem as sequencias no transcrito de RNA processado final 
desse gene. 

Exonuclease. Enzima que digere DNA ou RNA, partindo das 
extremidades dos filamentos. 

Expansao binomial. Multiplicagao exponencial de uma expres¬ 
sion consdtuida de dois termos unidos por um sinal de adi- 
gao (+) ou subtragao (-), como (a+ b) n . 

Expressao genica. O processo pelo qual genes produzem RNA 
e proteinas e exercem seus efeitos sobre o fenotipo de um 
organismo. 


Extracromossomico. Designa estruturas que nao sao parte dos 
cromossomos; unidades de DNA no citoplasma que con- 
trolam a heranga citoplasmatica. 

F 

F . A primeira geragao filial; a primeira geragao de descenden- 
tes de determinado cruzamento. 

F 2 . A segunda geragao filial produzida por cruzamento inter se 
ou por autopolinizagao de F,. Os “netos” endogamicos de 
determinado cruzamento, mas em experimentos geneticos 
controlados; a autofertilizagao de F (ou equivalente) esta 
implicita. 

Fago. Veja Bacteriofago. 

Fago litico. Veja Fago virulento. 

Fago temperado. Fago (virus) que invade, mas nao destroi (lisa) 
o hospedeiro (celula bacteriana) (cf. Fago virulento). No 
entanto, pode entrar em seguida no ciclo litico. 

Fago virulento. Fago (virus) que destroi a celula hospedeira 
(bacteriana) (cf. Fago temperado). 

Fagomidios. Vetores de clonagem que contem componentes 
derivados tanto dos plasmidios quanto dos cromossomos 
dos fagos. 

Famflia multigenica. Grupo de genes que tern sequencia nucle- 
otidica semelhante ou que produzem polipeptidios com 
sequencias de aminoacidos semelhantes. 

Fase de ligagao genica. Arranjo de marcadores geneticos liga- 
dos em um heterozigoto. Os marcadores podem estar na 
fase de acoplamento (A B/a b) ou de repulsao (A b/aB). 

Fator de resistencia. Plasmidio que confere a uma bacteria re- 
sis tencia contra antibioticos. 

Fator de transcrigao. Proteina que regula a transcrigao de genes. 

Fator determinante testicular (TDF). Proteina produzida no 
inicio do desenvolvimento de mamiferos do sexo masculi- 
no que estimula a diferenciagao dos testiculos a partir das 
gonadas embrionarias. 

Fator F. Epissomo bacteriano que confere a capacidade de atu- 
ar como doador genetico (“masculino”) na conjugagao; o 
fator de fertilidade em bacterias. 

Fator sexual. Epissomo bacteriano (p. ex., plasmidio F em E. 
coll) que possibilita que a celula seja doadora de material 
genetico. O fator sexual pode ser propagado no citoplasma 
ou integrado ao cromossomo bacteriano. 

Fator sigma. Subunidade de RNA polimerases procarioticas 
responsavel pelo inicio da transcrigao em sequencias de 
iniciagao especificas. 

Fatores de alongamento. Proteinas soluveis necessarias para o 
alongamento da cadeia polipeptidica. 

Fatores de iniciagao. Proteinas soluveis necessarias para o inicio 
da tradugao. 

Fatores de liberagao (RF). Proteinas soluveis que reconhecem 
codons de termino em mRNA e terminam a tradugao em 
resposta a esses codons. 

Fatores de transcrigao basais. Proteinas necessarias para o ini¬ 
cio da transcrigao em eucariotos. 

? enilalanina. Veja Aminoaddo. 

Fenilcetonuria. Disturbio metabolico que acarreta retardo 
mental; com heranga recessiva mendeliana e tratado no 
inicio da infancia por meio de dieta especial. 
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Fenocopia. Organismo cujo fenotipo (mas nao genotipo) foi 
modificado pelo ambiente para se assemelhar ao fenotipo 
de um organismo diferente (mutante). 

Fenotipo. Caracterfsticas observaveis de um organismo. 

Fertilizagao. Fusao de um gameta masculino (espermatozoide 
ou anterozoide) com um gameta feminino (ovocito ou 
oosfera) para formar um zigoto. 

Feto. Estagio pre-natal de um animal vivfparo entre o estagio 
embrionario e o nascimento; em seres humanos, os ulti- 
mos 7 meses antes do nascimento. 

Fibra de cromatina. Unidade basica da organizagao de cromos- 
somos eucarioticos, constitufda de DNA e protemas asso- 
ciadas montados em um filamento com diametro medio 
de 30 nm. 

Fibrose cistica (FC). Disturbio autossomico recessivo em seres 
humanos caracterizado por obstrugao dos pulmoes, do 
pancreas e do figado por muco e, consequentemente, por 
infecgoes cronicas. A expectativa de vida media de um in- 
dividuo com fibrose cistica e de 35 anos. 

Filamento continuo (lider). Filamento de DNA sintetizado de 
maneira continua durante a replicagao. 

Filamento descontinuo (atrasado). Filamento de DNA sintetiza¬ 
do de maneira descontinua durante a replicagao. 

Filamento nao molde (codificante). Na transcrigao, o filamento 
nao transcrito de DNA. A sequencia e igual a do transcrito 
de RNA, exceto pela presenga de T nas posigoes em que ha 
U no transcrito de RNA. 

Filamento sense (de RNA). Veja RNA sense. 

Filamento-molde. Na transcrigao, o filamento de DNA que e co- 
piado para produzir um filamento complementar de RNA. 

Filial. Veja F, e F r 

Filogenia. Diagrama que mostra as relagoes evolutivas entre um 
grupo de organismos; arvore evolutiva. 

Fissao. Mecanismo de divisao celular entre os procariotos nos 
quais o material genetico da celula-mae e duplicado e, de- 
pois, dividido igualmente pelas duas celulas-filhas. 

Fixagao. Evento que ocorre quando todos os alelos em um lo¬ 
cus, exceto um, sao eliminados de uma populagao. Diz-se 
que o alelo remanescente, com frequencia de 100%, foi 
fixado. 

Flagelo (adj. flagelado). Organela de locomogao, semelhante a 
um chicote, existente em determinadas celulas; estruturas 
locomotoras em protozoarios flagelados. 

Fluxo genico. A propagagao de genes de uma populagao repro- 
dutiva para outra por migragao, possivelmente levando a 
variagoes da frequencia do alelo. 

Forquilha de replicagao. Estrutura em formato de Y em que os 
dois filamentos parentais de uma dupla helice de DNA sao 
desenrolados e usados como moldes para a sintese de no- 
vos filamentos complementares. 

Fotorreativagao. Processo de reparo do DNA fotodependente. 

Fragmento de restrigao. Fragment© de DNA produzido por cli- 
vagem de uma molecula de DNA com uma ou mais endo¬ 
nucleases de restrigao. 

Frequencia alelica. A proporgao de um alelo em relagao a todos 
os alelos de um locus em uma populagao. 

Fuso. Sistema de microtubulos que distribui cromossomos du- 
plicados de modo igual e exato para cada celula-filha de 
uma celula eucariotica que se divide. 


G 

Galha. Tumor dos vegetais. 

Gameta. Celula reprodutiva masculina ou feminina madura 
(espermatozoide/anterozoide ou ovocito/oosfera). 

Gametofito. Fase do ciclo de vida dos vegetais em que ha pro- 
dugao de gametas; as celulas tern n cromossomos. 

Gametofito feminino. Espago grande de paredes finas dentro 
do ovulo das espermatofitas que contem os oito nucleos 
haploides identicos derivados da mitose do megasporo 
produzido por meiose. 

Gametofito masculino. Os tres nucleos haploides identicos em 
um grao de polen. 

Gametogenese. Formagao de gametas. 

Gastrula. Embriao animal inicial constitufdo de duas camadas 
de celulas; um estagio embriologico depois da blastula. 

Gemeos dizigotos (DZ). Gemeos de dois zigotos ou fraternos. 

Gemeos monozigoticos. Gemeos originados de um unico zigo¬ 
to ou identicos. 

GenBank. Banco de dados de sequencias de DNA mantido pelo 
National Center for Biotechnology Information, no Natio¬ 
nal Institutes of Health nos EUA. Existem bancos de da¬ 
dos semelhantes na Europa (European Molecular Biology 
Laboratory Data Library) e no Japao (DNA DataBank of 
Japan). 

Gene. Determinante hereditario de uma fungao biologica espe- 
cffica; unidade de heranga (DNA) localizada em posigao 
fixa no cromossomo; segmento de DNA que codifica um 
polipeptfdio e cuja definigao operacional e dada pelo teste 
cis-trans ou de complementagao. 

Gene constitutivo. Gene continuamente expresso em todas as 
celulas de um organismo. 

Gene de ancoragem. Gene posicionado tanto no mapa fisico 
quanto no mapa genetico de um cromossomo. 

Gene de efeito materno. Gene cujo produto atua na prole do 
indivfduo de sexo feminino que tern o gene. 

Gene de pair-rule (gene de paridade segmentar). Gene que in- 
fluencia a formagao de segmentos do corpo de Drosophila. 

Gene estrutural. Gene que especifica a sintese de um polipep¬ 
tfdio. 

Gene gap. Gene que controla a formagao de segmentos adja- 
centes no corpo da Drosophila. 

Gene induzivel. Gene expresso apenas na presenga de um me- 
tabolito especffico, o indutor. 

Gene marcador selecionavel dominante. Gene que permite a 
sobrevivencia da celula hospedeira em condigoes em que, 
de outro modo, morreria. 

Gene marcador selecionavel quimerico. Gene construido com 
sequencias de DNA de duas ou mais origens que permite 
a sobrevivencia de uma celula ou organismo em condigoes 
em que normalmente morreria. 

Gene pseudoautossomico. Gene Iocalizado tanto no cromosso¬ 
mo X quanto no cromossomo Y. 

Gene regulador. Gene que controla a taxa de expressao de 
outro gene ou genes. Exemplo: o gene lad produz uma 
protefna que controla a expressao dos genes estruturais do 
operon lac em Escherichia coli. 

Gene repressor. Gene que codifica um repressor. 
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Gene seletor. Gene que influencia o desenvolvimento de seg- 
mentos especificos do corpo em Drosophila; um gene 
homeotico. 

Gene supressor tumoral. Gene cujo produto participa da re- 
pressao a divisao celular. 

Genes de polaridade de segmento. Grupo de genes cujos pro- 
dutos definem os compartimentos anterior e posterior de 
cada segmento que se forma ao iongo do eixo anteroposte¬ 
rior de embrioes de Drosophila. 

Genes de segmentagao. Grupo de genes que controlam o desen¬ 
volvimento inicial de embrioes de Drosophila. Seus produtos 
definem segmentos ao Iongo do eixo anteroposterior. 

Genes homeoticos. Grupo de genes cujos produtos controlam 
a formagao do corpo de um embriao por controle da ex¬ 
pressao de outros genes em regioes segmentares ao Iongo 
do eixo anteroposterior. 

Genes homologos. Genes que evoluiram a partir de um gene 
ancestral comum (cf. Genes ortologos; Genes paralogos). 

Genes mutaveis. Genes cuja taxa de mutagao e muito alta. 

Genes ortologos. Genes homologos presentes em diferentes es- 
pecies (cf. Genes homologos). 

Genes paralogos. Genes homologos presentes em uma especie 
(cf. Genes homologos). 

Genetica. A ciencia da hereditariedade e da variagao. 

Genetica de populagoes. Rarno da genetica que estuda as fre- 
quencias de alelos e genotipos nas populagoes reprodutivas. 

Genetica reversa. Tecnicas geneticas que usam a sequencia nu- 
cleotidica de um gene a fim de criar procedimentos para 
isolamento de mutagoes no gene ou para bloqueio de sua 
expressao. 

Genoma dobrado. O estado intracelular condensado do DNA 
no nucleoide de uma bacteria. O DNA e segregado em do- 
minios, e ha super-helicoidizagao negativa independente 
de cada dominio. 

Genoma. Conjunto completo (n) de cromossomos (portanto, 
de genes) herdado como uma unidade de um dos pais. 

Gendmica comparativa. Ramo da genomica que compara a es- 
trutura e a fungao dos genomas de diferentes especies. 

Genomica. Estudo da estrutura e da fungao de genomas inteiros. 

Genotipo. Constituigao genetica (composigao genica) de um 
organismo (cf. Fenotipo). 

Germoplasma. Material hereditario transmitido a prole por in- 
termedio das celulas germinativas. 

Ginandromorfo. Individuo que tern uma parte do corpo femi- 
nina e a outra, masculina; um mosaico sexual. 

Glicocorticoide. Hormonio esteroide que regula a expressao 
genica em animais superiores. 

Globulinas. Proteinas comuns do sangue que sao insoluveis em 
agua e soluveis em solugoes salinas. E possivel distinguir as 
alfa, beta e gamaglobulinas no soro humano. As gamaglo- 
bulinas sao importantes no desenvolvimento da imunida- 
de a doengas. 

Gonada. Orgao sexual (/. e., ovario ou testiculo) que produz 
gametas. 

Grao de polen. Gametofito masculino nos vegetais superiores. 

Graus de liberdade. Indice associado a distribuigao de fre- 
quencia de uma estatistica de teste calculada a partir de 
dados amostrais. 

G uanina (G). Base purmica encontrada no DNA e no RNA. 


H 

Haploide (monoploide). Organismo ou celula que tern apenas 
um conjunto completo (n) de cromossomos ou um genoma. 

Haplotipo. Conjunto de variantes geneticas ligadas, principal- 
mente por polimorfismos de nucleotidio unico (SNP), em 
um cromossomo. 

Haptoglobina. Proteina serica, alfaglobulina, presente no san¬ 
gue. 

Helice. Qualquer estrutura que tenhaformato espiral. O mode- 
lo de Watson e Crick de DNA tern a forma de uma dupla 
helice. 

Hemizigoto. Individuo que tem uma copia de um cromossomo 
ou gene, como na ligagao ao sexo ou em consequencia da 
delegao. 

Hemofilia. Doenga hemorragica; tendencia ao sangramento 
excessivo mesmo em caso de pequeno ferimento; distur- 
bio hereditario dependente de um gene recessivo ligado 
ao sexo. 

Hemoglobina. Proteina conjugada composta que contem ferro, 
localizado em eritrocitos de vertebrados; importante no 
transporte de oxigenio para as celulas do corpo. 

Hemolinfa. Mistura de sangue e outros liquidos na cavidade 
corporal de um invertebrado. 

Heranga citoplasmatica. Transmissao hereditaria dependente 
do citoplasma ou de estruturas no citoplasma, nao dos ge¬ 
nes nudeares; heranga extracromossomica. Exemplo: as 
caracteristicas dos plastidios nos vegetais podem ser herda- 
das por um mecanismo independente dos genes nucleares. 

Heranga materna. Heranga controlada por fatores extracro- 
mossomicos (i. e., citoplasmaticos) transmitidos pelo ga- 
meta feminino. 

Heranga quantitativa. Heranga de caracteristicas mensuraveis 
(altura, peso, intensidade da cor) que dependem da agao 
acumulativa de muitos genes, cada um deles produzindo 
um pequeno efeito no fenotipo. 

Herdabilidade. Grau de controle de uma caracteristica pela 
heranga. (Ver tambem Herdabilidade em sentido amplo e 
Herdabilidade em sentido restrito). 

Herdabilidade em sentido amplo. Em genetica quantitativa, a 
proporgao da variancia fenotipica total devida a fatores ge¬ 
ne ticos. 

Herdabilidade em sentido restrito. Em genetica quantitativa, a 
proporgao da variancia fenotipica devida a soma dos efei- 
tos dos alelos. 

Hereditariedade. Semelhanga entre individuos associada a des- 
cendencia; transmissao de caracteristicas dos pais para os 
filhos. 

Heredograma. fabela, quadro ou diagrama que representa a 
ascendencia de um individuo. 

Hermafrodita. Individuo que tem orgaos reprodutivos masculi- 
nos e femininos. 

Heteroalelos. Mutagoes que sao alelicas do ponto de vista fun- 
cional, mas nao alelicas do ponto de vista estrutural; muta- 
goes em diferentes sitios de um gene. 

Heterocromatina. Cromatina que adquire coloragao escura 
mesmo durante a interfase, muitas vezes contem DNA re¬ 
petitive com poucos genes. 

Heteroduplex. Acido nucleico bifilamentar que contem um ou 
mais pares de bases incompativeis (nao complementares). 
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Heterose. Superioridade de genotipos heterozigotos em rela- 
gao a uma ou mais caracterfsticas em comparagao com os 
homozigotos correspondentes. 

Heterozigosidade. Proporgao de indivfduos heterozigotos em 
uma populagao; usada como medida de variabilidade ge¬ 
netica. 

Heterozigoto. Organismo com membros diferentes de determi- 
nado par ou serie de alelos que, consequentemente, pro- 
duz gametas diferentes. 

Heterozigoto ds. Heterozigoto que apresentam duas mutagoes 
em configuragao cis - por exemplo, a* b*/a b, 

Heterozigoto trans. Heterozigoto que contem duas mutagoes 
em configuragao trans — por exemplo, a b'/a? b. 

Hfr. Linhagem de alta frequencia de recombinagao de Esche¬ 
richia coli; nessas linhagens, o epissomo F e integrado ao 
cromossomo bacteriano. 

I Iibridizagao de coldnia ou placa in situ. Procedimento para exa- 
me de colonias ou placas que crescem em membranas ou 
placas de cultura a fim de pesquisar sequencias de DNA espe- 
cfficas pela hibridizagao de sondas de acidos nucleicos com as 
moleculas de DNA presentes nessas colonias ou placas. 

Hibridizagao. Intercruzamento de especies, ragas, variedades, e 
assim por diante, de vegetais ou animais; processo de for- 
magao de um hfbrido por potinizagao cruzada de vegetais 
ou por acasalamento de animais de diferentes tipos. 

Hibridizagao in situ. Metodo para determinar a localizagao de 
sequencias de DNA especfficas em cromossomos, por hi¬ 
bridizagao de DNA ou RNA marcado com DNA desnatu- 
rado em preparagoes cromossomicas, e visualizar a sonda 
hibridizada por autorradiografia ou microscopia de fluo- 
rescencia. 

Hibridizagao in situ com fluorescencia (FISH). Hibridizagao in 
situ que usa uma sonda de DNA ou RNA ligada a um co¬ 
ran te fluorescente. 

Hfbrido. Prole de pais homozigotos que difere em um ou mais 
genes; em um sentido amplo, a prole de um cruzamento 
de linhagens sem parentesco. 

Hipermutacao somatica. Alta frequencia de mutagao ocorrida 
nos segmentos genicos que codificam as regioes variaveis 
de anticorpos durante a diferenciagao de linfdcitos B em 
plasmocitos produtores de anticorpos. 

Hiperploide. Condigao genetica na qual ha um numero exces- 
sivo de um cromossomo ou de um segmento de cromosso¬ 
mo no genotipo (cf. Hipoploide). 

Hipomorftco. Termo designativo de um alelo mutante que tern 
menor expressao que um alelo do tipo selvagem, mas que 
nao suprime totalmente a expressao. Esse alelo mutante e 
denominado hipomorfo. 

Hipoploide. Condigao genetica na qual ha um numero menor 
que o normal de um cromossomo ou de um segmento de 
cromossomo no genotipo (cf. Hiperploide). 

Hipotese. Em ciencia, proposigao para explicar um fenomeno. 

Hipotese da oscilagao. Hipotese que explica como um tRNA 
reconhece dois codons. Ha pareamento correto das duas 
primeiras bases do codon e anticodon de mRNA, mas a ter- 
ceira base no anticodon apresenta movimento (oscilagao) 
que permite o pareamento com mais de uma base. 

Hipotese dos fatores multiplos. Teoria proposta por R. A. Fi¬ 
sher e outros para explicar a variagao de fenotipos comple¬ 
xes como aitura, peso e suscetibilidade a doengas. 


Histonas. Grupo de protefnas ricas em aminoacidos basicos. 
Atuam no espiralamento de DNA em cromossomos e na 
regulagao da atividade genica. 

HIV (virus da imunodeficiencia humana). Retrovirus causador 
da AIDS em seres humanos. 

Holoenzima. Forma de uma enzima multimerica na qual estao 
presentes todos os polipeptfdios componentes. 

Homeobox. Sequencia de DNA encontrada em varios genes 
participantes da especificagao de orgaos em diferentes 
partes do corpo em animais; caracterfstica de genes que 
influenciam a segmentagao em animais. O homeobox cor- 
responde a uma sequencia de aminoacidos no polipepti- 
dio codificado por esses genes; essa sequencia e denomina- 
da homeodominio. 

Homeodominio. Vcja Homeobox. 

Homoalelos. Mutagoes alelicas tan to do ponto de vista funcio- 
nal quanto estrutural; mutagoes no mesmo sftio no mesmo 
gene. 

Homologos. Veja Cromossomos homologos; Genes homologos. 

Homozigoto. Indivfduo no qual as duas copias de um gene sao 
o mesmo alelo. 

Hormonio do crescimento humano (HGH). Polipeptidio si- 
nalizador necessario para o crescimento normal de seres 
humanos; e deficiente em indivfduos com determinados 
tipos de nanismo. 

Hormonio. Produto organico de celulas de uma parte do cor¬ 
po que e transportado pelos lfquidos corporais para outra 
parte onde influencia a atividade ou atua como agente co- 
ordenador. 

I 

llhas de CpG. Aglomerados de citosinas e guaninas que nor- 
malmente ocorrem na regiao 5' dos genes humanos. 

Impressao digital de DNA. Veja Perfil de DNA. 

Imprinting. Processo que altera o estado de um gene sem al- 
terar sua sequencia de nucleotfdios; muitas vezes esta as- 
sociado a metilagao de nucleotfdios especfficos no gene. 
O estado alterado e estabelecido na linhagem germinati- 
va e transmitido a prole, na qual pode persistir por toda 
a vida. Um gene alterado dessa maneira e denominado 
imprinted. 

Imunoglobulina. Veja Globulinas. 

In situ. Do latim, significa no lugar natural; refere-se a tratamen- 
tos experimentais realizados em celulas ou tecidos, e nao 
em extratos deles. 

In vitro. Do latim, significa “dentro do vidro”; processos biolo- 
gicos induzidos experimentalmente fora do organismo em 
um tubo de ensaio ou outro recipiente. 

In vivo. Do latim, significa “dentro do organismo vivo”. 

Incompatibilidade gamelofftica. Fenomeno botanico controla- 
do pelo locus S complexo no qual um grao de polen nao 
e capaz de fertilizar um ovulo produzido por um vegetal 
que tern alelo S igual ao do grao de polen. Por exemplo, o 
polen Sj nao pode fertilizar um ovulo produzido por uma 
planta S /S. 

Inducao. Processo de ativar a expressao de um gene ou conjun- 
to de genes por um indutor. 

Indutor. Substancia de baixo peso molecular que se liga a um 
repressor, produzindo um complexo que nao e mais capaz 
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de se ligar ao operador; assim, a presenga do indutor adva 
a expressao do(s) gene(s) controlado(s) pelo operador. 

Inibigao do produto final. Veja Inibigao por feedback. 

Inibigao por feedback (ou inibigao pelo produto final). O pro¬ 
duto final acumulado de uma via bioqufmica interrompe 
a sfntese desse produto. Um metabolito final de uma via 
de smtese regula a smtese em uma etapa anterior dessa 
mesma via. 

Inibidor. Toda substantia ou objeto que retarda uma reagao 
qufmica; um gene de efeito maior ou modificador que in¬ 
terfere em uma reagao. 

Iniciagao (da smtese de DNA, RNA ou protelnas). Incorpora- 
gao da primeira subunidade (nucteoddio ou aminoacido) 
durante a smtese de uma macromolecula (DNA, RNA ou 
polipeptfdio). 

Iniciador (primer), Sequencia curta de nucleoddios que tern 
um 3'OH readvo e pode iniciar a smtese de DNA ao longo 
de um molde. 

Iniciador (primer) de RNA Segmento de RNA curto (10 a 60 
nucleoddios) usado para iniciar a smtese de um novo fi- 
lamento de DNA; sintetizado pela enzima DNA primase. 

Interna. Sequencia curta de aminoacidos em um produto pri- 
mario da tradugao que e capaz de excisar a si propria do 
polipepddio. 

Interagao. Em estatfstica, efeito que nao pode ser explicado 
pela soma da agao dos fatores de contribuigao; um desvio 
da adigao estrita. 

Interagoes hidrofobicas. Associagao de grupos apolares entre 
si quando em solugoes aquosas em razao da sua insolubili- 
dade em agua. 

Intercruzamento. Cruzamento entre hfbridos F derivados de 
um cruzamento entre pais de duas linhagens. 

Interfase. Estagio do ciclo celular em que a celula nao esta se 
dividindo; estagio metabolico durante o qual ha replicagao 
do DNA; o estagio que comega depois da telofase de uma 
divisao e se estende ate o inicio da profase da proxima di- 
visao. 

Interferencia por RNA (RNA). Fenomeno no qual o RNA bifi- 
lamentar impede a expressao de um gene que e homolo- 
go, ao menos em parte, ao RNA. 

Interferencia. Crossing over em um ponto que reduz a chance 
de outro crowing - oyer proximo ; detectada por estudo do pa- 
drao de crossing over com tres ou mais genes ligados. 

Intersexo. Organismo que apresenta caracteristicas sexuais se- 
cundarias intermediarias entre os sexos masculino e femi- 
nino; tipo que tem algumas caracteristicas fenotfpicas dos 
sexos masculino e feminino. 

Introns. Sequencias intercalates de bases de DNA nos genes 
eucarioticos que nao sao representadas no transcrito de 
RNA maduro porque sao cortadas do transcrito de RNA 
primario. 

Invariavel. Constante, inalteravel, geralmente se refere a por- 
gao de uma molecula que e igual em dife rentes especies. 

Inversao. Rearranjo que inverte a ordem de um arranjo linear 
de genes em um cromossomo. 

Inversao paracentrica. Inversao que esta totalmente dentro de 
um brago de um cromossomo e nao inclui o centromero. 

Inversao pericentrica. Inversao que inclui o centromero, por- 
tanto abrange os dois bragos de um cromossomo. 


Isoalelos. Diferentes formas de um gene que produzem fenod- 
po igual ou fenotipos muito semelhantes. 

Isocromossomo. Um cromossomo com dois bragos identicos e 
genes idendcos. Os bragos sao imagens espelhadas um do 
outro. 

Isoforma. Membro de uma famfiia de proteinas indmamente 
relacionadas - proteinas que tem algumas sequencias de 
aminoacidos em comum e outras diferentes. 

Isotopo radioativo. Isotopo (forma de um atomo) instavel que 
emite radiagao ionizante. 

L 

Lamela. Estrutura, placa ou vesfcula formada por duas mem- 
branas paralelas. 

Leptoteno (leptonema). Estagio da meiose imediatamente 
antes da sinapse no qual os cromossomos sao observados 
como estruturas filiformes, finas e unicas (mas sao, na ver- 
dade, duplas porque ja houve replicagao do DNA). 

Letal equilibrado. Mutagoes letais em diferentes genes do mes- 
mo par de cromossomos que sao mantidas em repulsao 
por causa da ligagao proxima ou supressao do crossing over. 
Em uma populagao fechada, sobrevivem apenas os hetero- 
zigotos trans (^ + l + 4) para as mutagoes letais. 

Ligagao. A uniao de duas ou mais moleculas de DNA por liga- 
goes covalentes. 

Ligagao covalente. Ligagao na qual um par de eletrons e igual- 
mente compartilhado por protons de dois atomos adjacen- 
tes. 

Ligagao genica. Tendencia de diferentes genes de serem her- 
dados juntos porque estao localizados no mesmo cromos¬ 
somo. 

Ligagao peptidica. Ligagao qufmica que une as subunidades de 
aminoacidos nas proteinas. 

Ligagao sexual. Associagao ou ligagao de uma caracterfstica he¬ 
reditaria ao sexo; o gene esta em um cromossomo sexual, 
geralmente o X; muitas vezes e empregado como sinonimo 
de ligagao ao X. 

Ligagoes de hidrogenio. Interagoes fracas entre atomos eletro- 
negativos e atomos de hidrogenio (eletropositivos) que es¬ 
tao ligados a outros atomos eletronegativos. 

Ligagoes ionicas. Atragoes entre grupos qufmicos de cargas 
opostas. 

Ligador (DNA). Dupla helice de DNA desprotegida que conec- 
ta nucleossomos adjacentes. 

Ligante. Molecula que pode se ligar a outra molecula no inte¬ 
rior das celulas ou sobre elas. 

Ligase. Enzima que une as extremidades de dois filamentos de 
acido nucleico 

Limit ado ao sexo. Expressao de uma caracterfstica em apenas 
um sexo. Exemplos: produgao de leite por mamfferos; 
chifres em carneiros Rambouillet; produgao de ovos por 
galinhas. 

LINE (elementos nucleares intercalados longos). Famflias de 
elementos transponfveis moderadamente repetitivos lon¬ 
gos (comprimento medio = 6.500 pb) em eucariotos. 

Linfocito. Uma classe geral de leucocitos que sao componentes 
importantes do sistema imune de animais vertebrados. 

Linfocitos B (celulas B). Importante classe de celulas que ama- 
durecem na medula ossea e sao as principals responsaveis 
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pela resposta imune mediada por anticorpos ou humoral; 
dao origem aos plasmocitos produtores de anticorpos e a 
algumas outras celulas do sistema imune. 

Linfocitos T (celulas T). Celulas que se diferenciam no timo e 
sao as principals responsaveis pela resposta imune celular 
ou mediada por celulas T. 

Linhagem endogamica. Linhagem produzida por muitas gera- 
goes de endogamia sistematica, por exemplo, por autofer- 
tilizagao repetida ou por cruzamento repetido de irmaos 
completos. 

Linhagem germinativa. O tecido que produz os gametas. 

Lipfdio. Molecula composta de acidos graxos e trigliceridios. 

Liquido amniotico. LIquido contido na bolsa amniotica de verte- 
brados superiores e que contem celulas do embriao (nao da 
mae). Tanto o liquido quanto as celulas sao usados para diag- 
nostico de anormalidades geneticas do embriao ou do feto. 

Lise. Ruptura de uma celula pela destruigao da membrana ce¬ 
lular apos infecgao viral. 

Lisossomo. Pequena organela celular delimitada por membra¬ 
na que contem enzimas destinadas a degradagao de ma¬ 
cro moleculas. 

Loci de caracteristica quant!tativa (QTL). Dois ou mais genes 
que afetam uma unica caracteristica quantitativa. 

Locus (pi loci). Posigao fixa em um cromossomo ocupada por 
determinado gene ou um de seus alelos. 

M 

Macromolecula. Molecula grande; termo usado para identificar 
moleculas de proteinas e acidos nucleicos. 

Mapa citologico. Diagrama de um cromossomo baseado na co- 
loragao diferencial — o “padrao de bandas” - ao longo de 
sua extensao. 

Mapa de ligagao genica. Diagrama linear ou circular que mos- 
tra as posigoes relativas de genes em um cromossomo obti- 
do por analise genetica. 

Mapa de restrigao. Mapa fisico linear ou circular de uma mo¬ 
lecula de DNA que mostra os sitios clivados por diferentes 
enzimas de restrigao. 

Mapa fisico. Diagrama de um cromossomo ou molecula de 
DNA com distancias apresentadas em pares de bases, qui- 
lobases ou megabases. 

Mapa genetico. Diagrama de um cromossomo com distancias 
baseadas em frequencias de recombinagao - centiMor- 
gans. 

Mapeamento de hibridos por radiagao. Uso de celulas hibridas 
de seres humanos e roedores que contem fragmentos de 
cromossomos humanos (produzidos por irradiagao) fun- 
didos a cromossomos de roedores para determinar as rela- 
goes de ligagao de genes humanos. 

Marcagao por transposon. Insergao de um elemento transpom- 
vel dentro ou perto de um gene, marcando esse gene com 
uma sequeneia de DNA conhecida. 

Matriz aberta de leitura (ORF). Segmento de DNA contendo 
as sequencias necessarias para codificar um polipeptidio. 
O transcrito de RNA de uma ORF comega com um codon 
de iniciagao da tradugao, seguido por uma sequeneia de 
codons especificadores de aminoacidos, e termina com um 
codon de termino da tradugao. Presume-se que a ORF co- 
difique um polipeptidio. 


Matriz de leitura. Serie de trinucleotidios posicionados em se- 
quencia no sitio A do ribossomo durante a tradugao de um 
mRNA; ainda, a sequeneia de trincas de pares de nucleoti- 
dios no DNA que correspondem a esses codons no mRNA. 

Mecanismo de controle negativo. Mecanismo em que ha ne- 
cessidade de proteina(s) reguladora(s) para desativar a 
expressao genica. 

Mecanismo de controle positivo. Mecanismo em que ha neces- 
sidade de proteina(s) reguladora(s) para ativar a expres¬ 
sao genica. 

Media. Media aritmetica; a soma de todas as medidas ou valores 
em uma amostra dividida pelo tamanho da amostra. 

Mediana. Em um conjunto de medidas, o valor central acima e 
abaixo do qua! ha um numero igual de medidas. 

Megasporo. Celula grande isolada produzida no fim da meiose 
nos tecidos reprodutivos femininos de vegetais. 

Meiose. Processo pelo qual o numero de cromossomos de uma 
celula reprodutiva e reduzido a metade do numero diploi- 
de (2ri) ou somatico; resulta na formagao de gametas em 
animais ou de esporos em vegetais; importante criadora de 
variabilidade por meio de recombinagao. 

Melanina. Pigmento castanho ou preto. 

Membrana. Estrutura macromolecular composta de lipidios e 
proteinas que circunda uma celula ou algumas organelas 
dentro de uma celula, como as mitocondrias e os cloro- 
plastos; tambem e um componente do reticulo endoplas- 
matico celular. 

Mesoderma. Camada germinativa media que se forma no em¬ 
briao inicial de animais e da origem a partes como osso e 
tecido conjuntivo. 

Metabolismo. Soma de todos os processos quimicos em celulas 
vivas em que ha produgao e uso de energia. 

Metafase. Estagio da divisao celular no qual os cromossomos 
sao mais bem definidos e dispostos em uma placa equato¬ 
rial; estagio depois da profase e antes da anafase. 

Metafase I. Estagio da primeira divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos homologos duplicados emparelhados se con- 
densam e se reunem no piano equatorial da celula. 

Metafase II. Estagio da segunda divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos duplicados se reunem no piano equatorial da 
celula. 

Metafemea (superfemea). Em Drosophila, femea anormal, geral- 
mente esteril, com excesso de cromossomos X em compa- 
ragao com os conjuntos de autossomos (p. ex., XXX; AA). 

Metastase. Disseminagao de celulas cancerosas para orgaos an¬ 
tes nao afetados. 

Metilagao (de DNA e RNA). Acrescimo de um ou mais grupos 
metil(-CH s ) a um ou mais dos nucleotidios em um acido 
nucleico. 

Metodo CIB. Uso de um cromossomo X especial de Drosophila, 
que tem uma mutagao causadora de olhos em forma de 
barra e uma mutagao letal recessiva dentro de uma gran¬ 
de inversao, para detectar novas mutagoes letais recessivas 
ligadas ao X. H. J. Muller usou esse cromossomo para de¬ 
mons trar que os raios X sao mutagenicos. Veja tambem 
Cromossomo CIB. 

Micelio. Filamentos que constituem a parte vegetativa do talo 
dos fungos. 

Microarranjo. Membrana ou outro su porte solido contendo 
milhares de oligonucleotidios ou sondas de hibridizagao 
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de acido nucleico para uso na detecgao de DNA ou RNA 
complementares. 

Micro-RNA. Veja RNA de inter ferencia curto. 

Microsporo. Um dos quatro produtos finais da meiose nos teci- 
dos reprodutivos masculinos dos vegetais. 

Microssatelite. Veja Repetigao curia em serie (STR). 

Microtubulos. Fiiamentos ocos no citoplasma constituem uma 
parte do aparelho locomotor de uma celula movel; compo- 
nente do fuso mitotico. 

Mitocondrias. Organelas do citoplasma de celulas vegetais e 
animals onde ocorre a fosforilagao oxidativa para produ- 
gao de ATP. 

Mitose. Disjungao de cromossomos duplicados e divisao do ci¬ 
toplasma para produzir duas celulas-filhas genedcamente 
identicas. 

Modelo operon. Mecanismo de controle negativo proposto por 
Jacob e Monod em 1961 para explicar a regulagao coor- 
denada de conjuntos cotranscritos de genes estruturais. O 
mecanismo inclui um gene regulador codificador de um 
repressor que controla a transcrigao do conjunto de genes 
mediante ligagao a uma regiao operadora e bloqueio da 
transcrigao pela RNA polimerase. 

Modelo. Descrigao matemadca de um fenomeno blologico. 

Modificagao tau tom erica. Transferencia de um atomo de hidro- 
genio de uma posigao para outra em uma molecula orga- 
nica. 

Modificador (gene modificador). Gene que afeta a expressao 
de algum outro gene. 

Molde. Padrao ou modelo. O DNA armazena informagoes codi- 
ficadas e atua como um modelo ou molde a pardr do qual 
as informagoes sao copiadas em fiiamentos complementa¬ 
res de DNA ou transcritos para o RNA mensageiro. 

Molecula de DNA recombinante. Molecula de DNA construfda 
in vitro por uniao total ou parcial de duas moleculas dife- 
rentes de DNA. 

Molecula efetora. Molecula que influencia o comportamento 
de uma molecula reguladora, como uma protema repres- 
sora, assim influenciando a expressao genica. 

Mono-hibrido. Prole de dois homozigotos que diferem um do 
outro pelos alelos presentes em apenas um locus genico. 

Monomero. Molecula unica que pode se combinar a outras 
para formar estruturas mais complexas. 

Monoploide. Organismo ou celula que tern apenas um conjun¬ 
to de cromossomos ou um genoma (numero n de cromos¬ 
somos). 

Monossomico. Celula ou organismo diploide em que falta um 
cromossomo de seu proprio complemento (formula cro- 
mossomica 2n - 1). Um caso especffico desse disturbio e 
denominado monossomia. 

Morfogeno. Substancia que estimula o desenvolvimento da for¬ 
ma ou estrutura de um organismo. 

Morfologia. Estudo da forma de um organismo; historia do de¬ 
senvolvimento de estruturas visfveis e a relagao compara- 
tiva de estruturas semelhantes em diferentes organismos. 

Mosaico. Organismo ou parte de um organismo composto de 
celulas de diferentes genotipos. 

Mosaico sexual. Veja Ginandromorfo. 

Motilidade. Movimento celular, geralmente pela agao de estru¬ 
turas especializadas, como cflios e flagelos. 


mtDNA DNA das mitocondrias. 

Mutacao. Alteragao do DNA em um locus especffico de um or¬ 
ganismo. O termo e usado de modo abrangente e inclui 
mutagoes pontuais com alteragao envolvendo um unico 
gene, bem como uma alteragao cromossomica. 

Mutagao com ganho de fungao. Mutagao que dota um produto 
genico de uma nova fungao. 

Mutagao com perda de fungao. Mutagao que compromete ou 
suprime a expressao genica ou a fungao de um produto 
genico. 

Mutagao de efeito materno. Mutagao que causa fenotipo mu- 
tante na prole de um indivfduo do sexo feminino portador 
da mutagao; no entanto, o proprio portador do sexo femi¬ 
nino pode nao apresentar o fenotipo mutante. 

Mutagao dominante negativa. Alelo mutante de um gene que 
interfere na fungao de um alelo selvagem de maneira que 
indivfduos heterozigotos para os alelos mutante e selvagem 
tenham um fenotipo mutante. 

Mutagao espontanea. Mutagao que ocorre sem causa conhecida 
(cf. Mutagao induzida). 

Mutagao germinativa. Mutagao que ocorre nas celulas repro- 
dutivas (celulas germinativas) do corpo e e transmitida a 
prole (cf. Mutagao somatica). 

Mutagao homeotica. Mutagao que causa o desenvolvimento de 
uma parte do corpo em posigao impropria em um organis¬ 
mo; por exemplo, uma mutagao em Drosophila que causa o 
desenvolvimento de pernas na cabega em lugar das antenas. 

Mutagao induzida. Mutagao resultante da exposigao de um 
organismo a um agente qufmico ou fisico que causa alte- 
ragoes na estrutura do DNA ou RNA (cf. Mutagao espon¬ 
tanea) . 

Mutagao knockout Mutagao que suprime totalmente a fungao 
de um gene. 

Mutagao letal condicional. Mutagao que e letal em uma serie 
de condigoes ambientais - condigoes restritivas mas e 
viavel em outra serie de condigoes ambientais - condigoes 
permissivas. 

Mutagao letal recessiva. Forma mutante de um gene que provo- 
ca a morte de um organismo homozigoto para ele. 

Mutagao neutra. Mutagao que altera a sequencia de nucleotf- 
dios de um gene, mas nao afeta a aptidao do organismo. 

Mutagao nula. Mutagao que suprime a expressao de um gene. 
(Veja tambem Amorfico.) 

Mutagao por insergao. Mutagao causada pela insergao de DNA 
estranho como um elemento transponfvel ou o T-DNA do 
plasmfdio Ti de Agrobacterium tumefaciens. 

Mutagao por mudanga da matriz de leitura. Mutagao que modi- 
fica a matriz de leitura de um mRNA, seja por insergao ou 
por delegao de nucleotfdios. 

Mutagao sem sentido. Mutagao que troca um codon especifica- 
dor de um aminoacido por um codon de termino. 

Mutagao somatica. Mutagao que ocorre nas celulas nao repro- 
dutivas (celulas somadcas) do corpo e nao e transmitida a 
prole (cf. Mutagao germinativa). 

Mutagao supressora. Mutagao que anula parcial ou totalmente 
o efeito fenotfpico de outra mutagao. 

Mutagoes de sentido trocado. Mutagao que troca um codon 
que especifica um aminoacido por um codon que especifi- 
ca outro aminoacido. 



718 Fu ndamerttos de Genetica 


Mutagbes pontuais. Alteragoes ocorridas em sitios especificos 
nos genes. Incluem substituigoes de pares de nucleotidios 
e insergao ou delegao de um ou alguns pares de nucleoti- 
dios. 

Mutageno. Agente ambiental, ffsico ou quimico, capaz de indu- 
zir mutagoes. 

Mutante. Celula ou organismo individual que apresenta uma 
alteragao produzida por mutagao; um gene modificado. 

Mutante sensivel ao supressor. Organismo capaz de crescer na 
presenga de um segundo fator genetico - um supressor —, 
mas nao na ausencia desse fator. 

Mutante termossensivel. Organismo capaz de crescer em deter- 
minada temperatura, mas nao em outra. 

N 

Nao autonomo. Termo designativo das unidades biologicas que 
nao tern agao independente; essas unidades necessitam da 
assistencia de outra unidade ou “auxiliar” (cf. Autonomo). 

Nao disjungao. Ausencia de disjungao ou separagao de cro- 
mossomos homologos em mitose ou meiose, cuja conse- 
quencia e o excesso de cromossomos em algumas celu- 
las-filhas e a escassez em outras. Exemplos: na meiose, os 
dois cromossomos de um par vao para o mesmo polo e o 
outro polo nao recebe nenhum deles; na mitose, as duas 
cromatides-irmas vao para o mesmo polo. 

Northern blot. Transferencia de moleculas de RNA de gel de ele- 
troforese para membrana de celulose ou nailon por agao 
capilar. 

Nuclease. Enzima que catalisa a degradagao de acidos nucleicos. 

Nucleo, Parte de uma celula eucariotica que contem os cromos¬ 
somos; separada do citoplasma por uma membrana. 

Nucleolo. Bolsa esferica, rica em RNA, existente no nucleo de 
celulas metabolicas; esta associado ao organizador nucleo¬ 
lar; local de armazenamento de ribossomos e de precurso- 
res de ribossomos. 

Nucleoprotema. Proteina conjugada consdtuida de acido nu- 
cleico e proteina; material de que sao feitos os cromosso¬ 
mos. 

Nucleosidio. Substancia organica consdtuida de uma base uni- 
da por ligagao covalente a ribose ou desoxirribose. 

Nucleossomo, centro do nucleossomo. A subunidade de cro- 
madna resistente a nuclease consdtuida de aproximada- 
mente 146 nucleotidios de DNA enrolado em 1,65 volta de 
super-helice negativa ao redor de um octamero de histonas 
- duas moleculas de cada uma das histonas H2a, H2b, H3 
e H4. 

Nucleotidio. Subunidade de moleculas de DNA e RNA conten- 
do um grupo fosfato, um agucar e uma base nitrogenada 
organica. 

Nulissomico. Celula ou organismo diploide que nao tern os 
dois membros de um par de cromossomos (formula cro- 
mossomica 2n - 2). 

o 

Octaploide. Celula ou organismo com oito genomas ou conjun- 
tos de cromossomos (numero de cromossomos 8 k). 

Oncogene. Gene capaz de causar transformagao cancerosa em 
celulas animais em cultura e formagao de tumor nos pro- 
prios animais; gene que promove a divisao celular. 


Operador. Parte de um operon que controla a expressao de um 
ou mais genes estruturais, servindo como sitio de ligagao 
para uma ou mais proteinas reguladoras. 

Operon. Grupo de genes que constituem uma unidade regu- 
ladora ou de controle. A unidade inctui um operador, um 
promotor e genes estruturais. 

Ordem (no codigo genetico). Ha dois tipos de ordem no codigo 
genetico: (1) multiplos codons para determinado aminoa- 
cido geralmente diferem apenas na terceira posigao, e (2) 
os codons para aminoacidos com propriedades quimicas 
semelhantes estao intimamente relacionados. 

Ordenada. Eixo vertical de um grafico. 

Organela. Parte especializada de uma celula que tern uma ou 
mais fungoes especificas (p. ex., o citio de um protozoario). 

Organismos-modelo. Vegetais, animais e microbios usados roti- 
neiramente em analise genetica. 

Organizagao GenomaHumano (HUGO). Grupo internacional 
de cientistas criado para coordenar o sequenciamento e o 
mapeamento do genoma humano. 

Organizador. Indutor; substancia quimica em um sistema vivo 
que determina o destino no desenvolvimento de determi- 
nadas celulas ou grupo de celulas. 

Organizador nucleolar (ON). Segmento cromossomico conten- 
do genes que controlam a sintese de RNA ribossomico, lo- 
calizado na constrigao secundaria de alguns cromossomos. 

Origem da replicagao. Sitio ou sequencia de nucleotidios em 
um cromossomo ou uma molecula de DNA onde se inicia 
a replicagao. 

Ortologos. Veja Genes ortologos. 

Ovaiio. Parte alargada do pistilo de uma flor que contem os 
ovulos; o orgao reprodutivo ou a gonada feminina em ani¬ 
mais. 

Ovocito. Celula germinativa feminina; a celula que passa por 
duas divisoes meioticas (ovogenese) para dar origem ao 
ovulo. Ovocito primario - antes da conclusao da primeira 
divisao meiotica; ovocito secundario - depois da conclusao 
da primeira divisao meiotica. 

Ovocito (oosfera). Celula germinativa produzida por um orga¬ 
nismo feminino. 

Ovocito secundario. Veja Ovocito. 

Ovogenese. Formagao do ovocito em animais. 

Ovogonia. Celula germinativa do animal de sexo feminino an¬ 
tes do inicio da meiose. 

A 

Ovulo (vegetal). O macrosporangio de uma angiosperma que se 
transforma em semente. Abrange o nucelo e o tegumento. 

P 

P. Simbolo que designa a geragao parental ou os pais de deter¬ 
minado individuo. 

Palindromo. Segmento de DNA no qual a leitura da sequencia 
de pares de bases e igual nos dois sentidos a partir de um 
ponto central de simetria. 

P anmixi a. Gruzamento aleatorio em uma populagao. 

Paquiteno (paquinema). Estagio do meio da profase meiotica 
imediatamente depois do zigoteno e antes do diploteno. 
Em preparagoes microscopicas favoraveis, os cromossomos 
sao visiveis como pares de filamentos longos. Raramente, e 
possivel detectar quatro cromatides. 
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Paralogos. Veja Genes paralogos. 

Parametro. Valor ou constante com base em toda uma popula¬ 
gao (cf. Estatistica). 

Parental. Relativo as linhagens fundadoras usadas em um cru- 
zamento; que tern as caracteristicas dessas linhagens. Em 
uma serie de cruzamentos, a geragao parental e simboliza- 
da pela letra P. 

Partenogenese. Desenvolvimento de um novo individuo a par- 
tir de um gameta feminino nao fertilizado. 

Paterno. Reladvo ao pal. 

Patogeno. Organismo causador de doenga. 

PCR. Veja Reagao em cadeia da polimerase. 

Penetrancia. Porcentagem de individuos que apresentam de- 
terminado fenotipo entre os capazes de apresenta-lo. 

Peptidil transferase. Advidade enzimatica - presente na subuni- 
dade grande do ribossomo - que catalisa a formagao de 
ligagoes pepddicas entre aminoacidos durante a tradugao. 

Peptidio. Substancia contendo aminoacidos; unidade de de- 
composigao ou de formagao no metabolismo de proteinas. 

Pequenas ribonucleoproteinas nucleares (snRNP). Complexos 
de RNA-proteina que sao componentes dos espliceosso- 
mos. 

Pequeno RNA nuclear (snRNA). Pequenas moleculas de RNA 
localizadas nos nucleos de celulas eucariodcas; a maioria 
dos snRNAs compoe os espliceossomos que excisam ni¬ 
trons dos pre-mRNA. 

Perfil de DNA (impressao digital de DNA). Padrao registrado 
de polimorfismos de DNA. 

Peroxissomo. Organela subcelular que contem enzimas que 
pardcipam da degradagao de acidos graxos e aminoacidos. 

Pintura cromossomica. Estudo da organizagao e evolugao de 
cromossomos por hibridizagao in situ com uso de sondas 
de DNA marcadas com coran tes fluorescentes que emitem 
luz em diferentes comprimentos de onda. 

Pirimidina. Base nitrogenada de anel simples presente em aci¬ 
dos nucleicos; a citosina e a timina geralmente estao pre- 
sentes no DNA, ao passo que a uracila costuma subsdtuir a 
timina no RNA. 

Pistilo. Orgao central das flores que contem o ovario. 

Placa equatorial. Figura formada pelos cromossomos no centro 
(piano equatorial) do fuso na mitose. 

Placa metafasica. Plano equatorial em que se reunem os cro¬ 
mossomos duplicados de uma celula durante a metafase 
da mitose. 

Plaqueamento em replica. Procedimento de duplicagao de 
colonias bacterianas cultivadas em meio de agar em uma 
placa de Petri para meio de agar em outra placa de Petri. 

Plasmidio. Determinante hereditario extracromossomico que 
existe em estado autonomo e e transferido de maneira in- 
dependente dos cromossomos. 

Plasmidio R conjugativo. Molecula de DNA circular que pode 
ser transferida de uma bacteria para outra durante a con- 
jugagao. 

Plasmidio Ti. O grande plasmidio em Agrobacterium tumefaciens. 
E responsavel pela indugao de tumores em vegetais com 
a doenga galha-da-coroa e e um importante vetor para 
transferencia de genes para os vegetais, principalmente as 
dicotiledoneas. 


Plasmocitos. Leucocitos produtores de anticorpos derivados de 
linfocitos B. 

Plastidio. Corpo citoplasmatico encontrado nas celulas de ve¬ 
getais e de alguns protozoarios. Os cloroplastos, por exem- 
plo, produzem clorofila, que participa da fotossmtese. 

Pleiotropia. Condigao na qual um so gene iniluencia mais de 
uma caracteristica. 

Pluripotente. Adjetivo que designa celulas com potencial de se 
diferenciar em muitos tipos diferentes. 

Poliadenilagao. Acrescimo de caudas poli(A) a transcritos de 
genes eucarioticos (RNA). 

Polidactilia. Ocorrencia de numero maior que o habitual de 
dedos das maos ou dos pes. 

Poligene. Um de muitos genes implicados na heranga quanti- 
tativa. 

Poliligador (sitio de clonagem multipla). Segmento de DNA 
que contem um conjunto de sitios de clivagem de enzima 
de restrigao unica. 

Polimerase poli(A). Enzima que acrescenta as caudas poli (A) as 
terminagoes 3' dos transcritos (RNA) de genes eucarioticos. 

Polimerase. Enzima que catalisa a sintese de DNA ou RNA. 

Polimerizacao. Uniao qufmica de duas ou mais moleculas do 
mesmo tipo para formar uma nova substancia que tern 
elementos iguais em proporgoes iguais, porem maior peso 
molecular e diferentes propriedades fisicas. 

Polimero. Substancia constituida de muitas subunidades meno- 
res; decorrente do processo de polimerizagao. 

Polimorfismo de nucleotidio unico (SNP). Um par de bases no 
DNA que varia em uma populagao. 

Polimorfismo do comprimento do fragmento de restrigao 
(RFLP). Existencia de duas ou mais variantes geneticas 
detectaveis por observagao de fragmentos de DNA geno- 
mico obtidos por digestao do DNA com uma enzima de 
restrigao. Em geral, os fragmentos de DNA sao fraciona- 
dos por eletroforese, transferidos para uma membrana por 
Southern blotting e, depois, visualizados por autorradiografia 
apos hibridizagao com sonda de DNA marcada. 

Polimorfismo equilibrado. Dois ou mais tipos de individuos 
mantidos na mesma populagao reprodutiva por um meca- 
nismo de selegao. 

Polimorfismo silencioso. Variante de DNA que nao altera a se- 
quencia de aminoacidos de uma proteina. 

Polimorfismo. Existencia de duas ou mais variantes em uma po¬ 
pulagao de individuos em que no minimo duas variantes 
tern frequencias acima de 1 %. 

Polinucleotidio. Sequencia linear de nucleotidios unidos no 
DNA ou RNA. 

Polipeptidio. Molecula linear com dois ou mais aminoacidos e 
um ou mais grupos peptidicos. Sao denominados dipep- 
tidios, tripeptidios, e assim por diante, de acordo com o 
numero de aminoacidos presentes. 

Poliploide. Organismo com mais de dois conjuntos de cromos¬ 
somos (diploide 2n) ou genomas - por exemplo, triploide 
(3 n), tetraploide (4n), pentaploide (5n), hexaploide (6n), 
heptaploide (In), octaploide (8n). 

Ponto de verificagao. Mecanismo que impede o avango durante 
o ciclo celular eucariotico. 

Pool de genes. A soma de todos os alelos diferentes nos mem- 
bras re produtores de uma populagao em dado momento. 
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Populagao. Grupo de organismos de um tipo; grupo de inter- 
cruzamento de vegetais ou animais; o amplo grupo do qual 
se pode retirar uma amostra. 

Populagao (efetiva). Membros reprodutores da populagao. 

Populagao mendeliana. Unidade natural de intercruzamento 
de vegetais com reprodugao sexuada ou animais que tern 
um pool de genes em comum. 

Populacao pan-mitica. Populagao em que o cruzamento e ale- 
atorio. 

Portador. Individuo que tem um alelo recessivo nao expresso 
(ou seja, inibido por um alelo dominante). 

Pre mRNA. Transcrito primario de um gene eucariotico antes 
do processamento para produzir um mRNA. 

Pressao de mutagao. Taxa de mutagao constante que acrescen- 
ta genes mutantes a uma populagao; ocorrencias repeddas 
de mutagoes em uma populagao. 

Pressao de selegao. Eficacia das diferengas de sobrevivencia e 
reprodugao na modificagao da frequencia de alelos em 
uma populagao. 

Primossomo. Complexo de replicagao proteico que catalisa 
a iniciagao dos fragmentos de Okazaki durante a sintese 
descontinua do DNA. Contem atividades de DNA primase 
e DNA helicase. 

Principio de Hardy-Weinberg. Relagao mate made a que permite 
prever as frequencias de genotipos em uma populagao a 
pardr das frequencias dos alelos consdtuintes; uma conse- 
quencia do cruzamento aleatorio. 

Principio do fundador. Possibilidade de divergencia genetica 
de uma populagao nova, pequena e isolada porque os indi- 
viduos fundadores sao uma amostra aleatoria de uma gran¬ 
de populagao principal. 

Probabilidade. Frequencia de ocorrencia de um evento. 

Probabilidade binomial. Frequencia associada a ocorrencia de 
um resultado em um experimento que tem apenas dois 
resultados possiveis, como cara ou coroa ao jogar uma 
moeda. 

Probando. Individuo de uma familia no qual se identifica pela 
primeira vez uma caracteristica hereditaria. 

Procarioto. Membro de um grande grupo de organismos (en- 
tre eles bacterias e cianobacterias) que nao tem niicleo ce- 
lular verdadeiro e nao sofrem mitose. 

Profago (provirus). Genoma de um bacteriofago temperado 
integrado ao cromossomo de uma bacteria lisogenica e re- 
plicado com o cromossomo do hospedeiro. 

Profase. Estagio da mitose entre a interfase e a metafase. Du¬ 
rante essa fase, o centriolo se divide e os dois centriolos re- 
sultantes se afastam. Ha espiralamento de cada filamento 
de DNA produzido por replicagao na interfase, e o cromos¬ 
somo e duplo no sentido longitudinal, exceto na regiao 
do centromere. Cada cromossomo parcialmente separado 
e denominado cromatide. As duas cromatides de um cro¬ 
mossomo sao cromatides-irmas. 

Profase I. Estagio da primeira divisao meiotica em que ha con- 
densagao dos cromossomos duplicados e emparelhamento 
de cromossomos homologos. 

Profase II. Estagio da segunda divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos duplicados se condensam e se preparam para se 
deslocar ate o piano equatorial da celula. 

Progerias. Doengas hereditarias caracterizadas por envelheci- 
mento premature. 


Frojeto Genoma Hum an o. Enorme esforgo internacional para 
mapear e sequenciar todo o genoma humano. 

Promotor. Sequencia nucleotidica a qual a RNA polimerase se 
liga para iniciar a transcrigao; tambem e uma substancia 
quimica que estimula a transformagao de celulas benignas 
em celulas cancerosas. 

Frotaminas. Pequenas proteinas basicas que subsdtuem as his- 
tonas nos cromossomos de alguns gametas masculinos. 

Protease. Toda enzima que hidrolisa proteinas. 

Proteina. Macromolecula constituida de um a varios polipep- 
tidios. Cada polipeptidio e constituido de uma cadeia de 
aminoacidos unidos por ligagoes peptidicas. 

Proteina ativadora do catabolismo (CAP). Proteina reguladora 
positiva que, na presenga de AMP ciclico (cAMP), liga-se 
as regioes promotoras de operons e estimula sua trans¬ 
crigao. A CAP e o cAMP, quando presentes, garantem o 
uso de glicose como fonte de carbono em vez de fontes 
de energia menos eficientes como a lactose, a arabinose 
e outros agucares. Quando presente, a glicose impede a 
sintese de cAMP e, portanto, a ativagao da transcrigao por 
CAP/cAMP. 

Proteina de fusao. Polipeptidio constituido de um gene re¬ 
comb inante que contem porgoes de dois ou mais genes 
diferentes. Os diferentes genes sao unidos de modo que 
suas sequencias codificadoras estejam na mesma matriz de 
leitura. 

Proteina de ligagao ao DNA unifilamentar. Proteina que reveste 
filamentos unicos de DNA, mantendo-os no estado esten- 
dido. 

Proteina fluorescente verde (GFP). Proteina fluorescente natu¬ 
ral sintetizada pela agua-viva Aequorea victoria. 

Proteinas cromossomicas nao histonicas. Todas as proteinas 
dos cromossomos exceto as histonas. 

Proteinas de competencia (Com). Proteinas mediadoras do 
processo de transformagao em bacterias. Sua sintese e in- 
duzida por pequenos peptidios denominados feromonios 
de competencia. 

Proteoma. Conjunto completo de proteinas codificadas por um 
genoma. 

Proteomica. Ciencia que determina as estruturas e as fungoes 
de todas as proteinas produzidas por organismos vivos. 

Proto-oncogene. Gene celular normal que pode ser transforma- 
do em oncogene por mutagao. 

Frotoplasto. Celula vegetal ou bacteriana cuja parede foi remo- 
vida. 

Prototrofo. Organismo como uma bacteria que cresce em meio 
minirno. 

Provirus. Cromossomo viral que se integrou ao genoma de um 
hospedeiro, procariotico ou eucariotico (cf. Profago). 

Pseudogene. Componente inativo, mas estavel de um genoma, 
semelhante a um gene; aparentemente derivado de genes 
ativos por mutagao. 

Purina. Base nitrogenada de anel duplo presente em acidos nu- 
cleicos; a adenina e a guanina sao as duas purinas presen¬ 
tes na maioria das moleculas de DNA e RNA. 

Q 

Quiasma. Troca visivel de partes em duas cromatides de um 
grupo de quatro durante a primeira profase meiotica. No 
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estagio diploteno da meiose, as quatro cromatides de um 
bivalente estao associadas era pares, mas de tal modo que 
ha troca de uma parte de duas cromatides. Esse ponto de 
“troca de partes” e o quiasma. 

Quimera (animal). Individuo derivado de dois embrioes por in- 
tervengao experimental. 

Quimera (vegetal). Parte de um vegetal cuja constituigao gene- 
tica e diferente da constituigao de outras partes do mesmo 
vegetal. Pode ser resultado de diferentes zigotos que cres¬ 
cent juntos ou de fusao artificial (enxerto); pode ser pe- 
riclinal, com camadas paralelas de tecidos geneticamente 
diferentes, ou setorial. 

Quimiotaxia. Atragao ou repulsao de organismos por uma subs¬ 
tantia capaz de se difundir. 

Qui-quadrado. Dado estatfstico usado para testar o ajustamento 
dos dados as provisoes de uma hipotese. 

R 

Raga. Grupo disdnguivel de organismos de determinada espe- 
cie. 

Radiagao ionizante. Parte do espectro eletromagnedco que re- 
sulta na produgao de cargas positivas e negadvas (pares de 
ions) em moleculas. Os raios X e os raios gama sao exem- 
plos de radiagao ionizante (cf. Radiagao nao ionizante). 

Radiagao nao ionizante. Parte do espectro eletromagnedco que 
nao leva a produgao de cargas posidvas e negadvas (pares de 
ions) em moleculas. A luz visivel e a luz ultravioleta sao exem- 
plos de radiagao nao ionizante (cf. Radiagao ionizante). 

Radiagao ultravioleta (UV). A parte do espectro electromagne- 
tico - comprimentos de onda de aproximadamente 1 a 350 
nm — entre a radiagao ionizante e a luz visivel. A radiagao 
UV e absorvida pelo DNA e e extremamente mutagenica 
para organismos unicelulares e para as celulas epidermicas 
de organismos multicelulares. 

Rastreamento por complementagao. Pesquisa em bibliotecas de 
expressao de cDNA ou clones genomicos com base em sua 
capacidade de resgatar celulas hospedeiras mutantes. 

Reagao autocatalitica. Reagao catalisada por um substrato sem 
a pardcipagao de nenhum outro agente catalftico. 

Reagao em cadeia da polimerase (PCR). Procedimento que 
requer varios ciclos de desnaturagao, hibridizagao em 
oligonucleotidios iniciadores e sintese de potinucleoddios, 
que amplifica determinada sequencia de DNA. 

Receptor. Molecula capaz de aceitar a uniao de um ligante. 

Receptor de celulas T. Protema de iigagao a andgeno que esta 
localizada na superficie de celulas T e medeia a resposta 
imune celular de mamiferos. Os genes que codificam an- 
tigenos de celulas T sao montados a partir de segmentos 
genicos por processos de recombinagao somadca durante 
a diferenciagao de linfocitos T. 

Recessivo. Termo que designa um membro de um par alelico 
incapaz de se manifestar na presenga do membro domi- 
nante. 

Recombinagao. Produgao de combinagoes genicas nao en- 
contradas nos pais pela distribuigao de cromossomos nao 
homologos e crossing over entre cromossomos homologos 
durante a meiose. Nos genes ligados, pode-se usar a fre- 
quencia de recombinagao para estimar a distancia no 
mapa genetico; no entanto, altas frequencias (proximas de 
50%) nao produzem estimativas precisas. 


Recomposigao (splicing). Processo responsavel pela Iigagao co- 
valente de sequencias de exons de RNA e pela eliminagao 
de sequencias de introns interpostas. 

Regiao vir (de plasmidio Ti). Regiao do plasmidio Ti de Agio- 
bacterium tumefaciens que contem genes codificadores de 
produtos necessarios para a transferencia do T-DNA da 
bacteria para celulas vegetais. 

Regras de Kozak. A sequencia necessaria - 5'-GCC(A ou G) 
CCAUGG-3' - para o inicio ideal da tradugao no primeiro 
(5') AUG em mRNA eucarioticos (nome dado em home- 
nagem a Marilyn Kozak, primeira a propor essas regras). 

Remodelagem da cromatina. Alteragao da estrutura do DNA e 
de suas moleculas de protema associadas, principalmente 
histonas, por um complexo proteico; muitas vezes essa re¬ 
modelagem implica a modificagao quimica das histonas. 

Renaturagao. Restauragao da forma nativa de uma molecula. 
Na bioqufmica de acidos nucleicos, esse termo geralmente 
se refere a formagao de uma helice bifilamentar a partir de 
moleculas unifilamentares complementares. 

Reparo de erros de pareamento. Processos de reparo do DNA 
que corrigem pares de bases que nao tem ligagoes de hi- 
drogenio apropriadas. 

Reparo por excisao. Processos de reparo do DNA em que ha re- 
tirada do segmento lesado de DNA e sua substituigao pela 
sintese de um novo filamento usando o filamento comple- 
mentar de DNA como molde. 

Reparo por excisao de base. Retirada de bases anormais ou qui- 
micamente modificadas do DNA. 

Reparo por excisao de nucleotidio. Eliminagao de defei- 
tos relativamente grandes, como dimeros de timina no 
DNA, mediante excisao de um segmento do filamento de 
DNA que transpoe o defeito e a sintese de reparo por 
uma DNA polimerase que usa o filamento complementar 
como molde. 

Reparo pos-replicagao. Mecanismo dependente de recombina¬ 
gao para reparo do DNA lesado. 

Repetigao curta em serie (STR) (microssatelite). Repetigao em 
serie altamente polimorfica de uma sequencia que tem 
apenas dois a cinco pares de nucleotidios de comprimento. 

Repetigao em serie em numero variavel (VNTR) (minissatelite). 

Repetigao em serie extremamente polimorfica de uma se¬ 
quencia com 10 a 80 pares de nucleotidios de comprimento. 

Repetigao em serie simples. Unidade repetida em serie no 
DNA com apenas um a seis nucleotidios de comprimento. 

Repetigao invertida. Sequencia presente duas vezes em uma 
molecula de DNA, mas com orientagao invertida. 

Repetigao terminal invertida. Sequencias de DNA identicas 
ou quase identicas em extremidades opostas de um trans- 
poson de “cortar e colar”. Uma sequencia e a imagem es- 
pecular invertida da outra. 

Repetigdes de trinucleotidios. Repetigoes consecudvas de tres 
nucleotidios presentes em muitos genes humanos. Em 
varios casos, essas repetigoes de trinucleotidios sofreram 
expansoes do numero de copias que acarretaram doengas 
hereditarias. 

Repetigdes ter minals longas. Sequencias de DNA idendcas ou 
quase idendcas em extremidades opostas de um retrovirus 
ou de um elemento semelhante a um retrovirus integrado. 
Em geral, essas sequencias tem comprimento minimo de 
300 pares de bases. Sigla: LTR (long terminal repeats ). 
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Replicagao. Processo de duplicagao realizado por copia de um 
molde (p. ex., reprodugao no nfvel de DNA). 

Replicagao continua. Smtese de um novo filamento de DNA 
pelo acrescimo sequencial de nucleotfdios a terminagao 
3'-OH do lilamento. Caracteristica da sfntese do lilamento 
contfnuo (Ifder) - o filamento que cresce na diregao geral 
5' —>3\ 

Replicagao descontinua. A smtese de um novo filamento de 
DNA pela formagao de segmentos curtos de DNA (frag- 
mentos de Okazaki) que sao, em seguida, unidos pela DNA 
ligase. Caracteristica da smtese do filamento descontinuo 
(atrasado) - o filamento em crescimento na diregao geral 
3' -*5\ 

Replicagao por circulo rolante. Mecanismo de replicagao de 
moleculas circulares de DNA nas quais um filamento pa¬ 
rental de DNA e clivado na origem de replicagao enquan- 
to o outro filamento permanece intacto. A terminagao 5' 
do filamento clivado e desenrolada e replicada de modo 
descontinuo, enquanto a replicagao continua do outro fi¬ 
lamento ocorre na terminagao 3', usando o filamento cir¬ 
cular intacto como molde. 

Replicagao semiconservativa. Replicagao de DNA por mecanis¬ 
mo no qual os filamentos parentais sao conservados (per- 
manecem intactos) e servem como mo Ides para a smtese 
de novos filamentos complementares. 

Replicon. Unidade de replicagao. Em bacterias, os replicons es- 
tao associados a segmentos da membrana celular que con- 
trolam a replicagao e a coordenam com a divisao celular. 

Replissomo. O aparelho de replicagao completo - presente em 
uma forquilha de replicagao - que realiza a replicagao se¬ 
miconservativa do DNA. 

Repressao. Processo de desadvar a expressao de um gene ou 
conjunto de genes em resposta a algum sinal. 

Repressao catabolica. Redugao mediada por glicose das taxas 
de transcrigao de operons que especificam enzimas partici- 
pantes das vias catabolicas (como o operon lac ). 

Repressao coordenada. Regulagao correlacionada dos genes 
estruturais de um operon por uma molecula que interage 
com a sequencia do operador. 

Repressor. Proteina que se liga ao DNA e desadva a expressao 
genica. 

Reprodugao assexuada. Todo processo de reprodugao em que 
nao ha formagao e uniao de gametas dos diferentes sexos 
ou cruzamentos. 

Reprodugao sexuada. Reprodugao que abrange a formagao de 
celulas germinativas maduras (i. e., ovocitos/oosferas e es- 
permatozoides/anterozoides). 

Repulsao (configuragao tram). Condigao na qual um heterozi- 
goto duplo recebeu um alelo mutante e um alelo selvagem 
de cada um dos pais; por exemplo, a+/a + X + b/+b produz 
a +/+ b (cf. Acoplamento). 

Resposta a selegao. Na reprodugao de vegetais e animais, a di- 
ferenga entre a media dos indivicluos selecionados para 
serem pais e a media da sua prole. 

Resposta SOS. Smtese de um conjunto completo de protefnas 
de reparo, recombinagao e replicagao do DNA em bacte¬ 
rias que sofrem graves danos do DNA (p. ex., apos exposi- 
gao a luz UV). 

Retlculo endoplasmatico. Rede de membranas no citoplasma a 
qual os ribossomos se aderem. 


Reticulocito. Hemacia jovem. 

Retrocruzamento. Cruzamento entre um hfbrido e um de 
seus pais. A prole desse cruzamento e denominada geragao 
de retrocruzamento. (Veja tambem Cruzamento-teste.) 

Retroelemento. Qualquer um dos retrovirus integrados ou dos 
elementos transponfveis semelhantes a eles. 

Retromutagao. Segunda mutagao, ocorrida no mesmo sftio ge- 
nico que a primeira, que restaura a sequencia de nucleotf- 
dios do tipo selvagem. 

Retroposon. Elemento transponfvel que cria novas copias por 
transcrigao reversa de RNA em DNA, mas nao tem as se- 
quencias de repetigoes terminals longas. 

Retrotransposon. Elemento transponfvel que cria novas copias 
por transcrigao reversa de RNA em DNA. 

Retrovirus. Virus que armazena suas informagoes geneticas em 
RNA e as replica usando a transcriptase reversa para sinte- 
tizar uma copia em DNA do genoma de RNA. 

Re vers ao (mutagao reversa). Restituigao de um gene mutante a 
condigao selvagem ou, no mfnimo, a uma forma que pro¬ 
duz o fenotipo selvagem; de modo geral, o aparecimento 
de uma caracteristica expressa por ancestral remoto. 

Revisao (proofreading). Varredura do DNA por enzimas a pro- 
cura de defeitos estruturais, como erro de pareamento de 
bases. 

RFLP. Veja Polimorfismo do comprimento do fragmento de 
restrigao. 

Ribonuclease (RNase). Toda enzima que hidrolisa o RNA. 

Riborregulador (riboswitch) . Molecula de mRNA capaz de regu¬ 
lar a expressao genica - transcrigao ou tradugao — sofren- 
do alteragao da conformagao ao se ligar a um metabolito 
especifico. 

Riborregulador {riboswitch) de lisina. Um mRNA de bacterias 
que passa de uma conformagao ativa (transcrita) a uma 
estrutura inativa (nao transcrita) quando se liga a lisina. 

Ribossomo. Organela citoplasmatica na qual sao sintetizadas as 
protefnas. 

.J" 

RNA. Acido ribonucleico; material que content informagoes 
em alguns virus; de modo geral, uma molecula derivada 
do DNA por transcrigao que pode levar informagoes (RNA 
mensageiro ou mRNA), garantir a estrutura subcelular 
(RNA ribossomico ou rRNA), transportar aminoacidos 
(RNA de transferencia ou tRNA) ou facilitar a modificagao 
bioqufmica propria ou de outras moleculas de RNA. 

RNA antisense. RNA complementar ao pre-mRNA ou mRNA 
produzido a partir de um gene. 

RNA de interferencia curto (siRNA). Moleculas de RNA bifila- 
mentares com 21 a 28 pares de bases de comprimento que 
medeiam o fenomeno de interferencia por RNA; tambem 
sao conhecidas como moleculas de microRNA. 

RNA de transferencia (tRNA). RNA que transportam aminoa¬ 
cidos para os ribossomos, onde sao usados para produzir 
protefnas. 

RNA-guia. Molecula de RNA que contem sequencias usadas 
como molde durante a edigao do RNA. 

RNA mensageiro (mRNA). RNA que leva do DNA para os ribos¬ 
somos as informagoes necessarias para a sfntese proteica. 

RNA nuclear heterogeneo (hnRNA). A populagao de transcri- 
tos primarios no nucleo de uma celula eucariotica. 

RNA polimerase. Enzima que catalisa a sfntese de RNA. 
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RNA ribossomicos (rRNA). Moleculas de RNA que sao compo- 
nentes estruturais dos ribossomos. 

RNA sense. Transcrito primario de mRNA que contem uma re¬ 
giao codificante (sequencia contigua de codons), traduzi- 
da para produzir um polipeptidio. 

Roentgen (r). Unidade de radiagao ionizante. 

s 

Saco embrionario. Espago grande e de paredes finas dentro do 
ovulo das espermatofitas no qual se desenvolvem a oosfera 
e, apos fertilizagao, o embriao; o gametofito feminino ma- 
duro em plantas superiores. 

Salto no cromossomo (chromosome jumping) . Procedimento que 
usa grandes fragmentos de DNA para o deslocamento des- 
continuo de um sitio para outro ao longo de um cromosso¬ 
mo. (Veja tambem Clonagem posicional.) 

Segregagao. Separagao dos cromossomos paternos e maternos 
na meiose; separagao dos alelos em heterozigotos; ocor- 
rencia de diferentes fenotipos na prole, resultante da se¬ 
paragao de cromossomos ou alelos nos pais heterozigotos; 
primeira lei de Mendel da hereditariedade. 

Selegao. Sobrevivencia e reprodugao diferenciais entre os ge- 
notipos; os fatores mais importantes que modificam as fre¬ 
quences dos alelos em grandes populagoes. 

Selegao artificial. A pratica de escolher individuos de uma po- 
pulagao para reprodugao, geralmente porque esses indivi¬ 
duos tern uma ou mais caracteristicas desejaveis. 

Selegao em massa. No cruzamento de vegetais e animais, a es- 
colha de individuos para reprodugao cm toda a populagao 
tomando como base os fenotipos individuals, e nao os fe¬ 
notipos de seus parentes. 

Selegao genetica. Exposigao de uma celula ou de um organis- 
mo a condigoes ambientais nas quais so e capaz de sobrevi- 
ver se tiver um gene ou elemento genetico especifico. 

Selegao natural. Sobrevivencia e reprodugao diferencial na 
natureza que favorecem individuos mais adaptados ao am- 
biente; eliminagao de organismos men os aptos. 

Selenocisteina. Aminoacido que contem selenio (numero ato- 
mico 34) em vez de enxofre na cisteina. 

Selenoproteina. Froteina que contem o aminoacido seleno¬ 
cisteina. 

Semidominante. Termo designativo de alelos nos quais o fenoti- 
po de um heterozigoto e intermediario entre os fenotipos 
dos homozigotos correspondentes. 

Semiesterilidade. Condigao de fertilidade apenas parcial em 
zigotos de vegetais (p. ex., milho); geralmente associada 
a translocagoes. 

Sequencia -10. Veja Sequencia TATAAT. 

Sequencia -35. Veja Sequencia de reconhecimento. 

Sequencia CAAT (CAAT box). Sequencia nucleotidica conser- 
vada em promotores eucarioticos participantes do inicio 
da transcrigao. 

Sequencia da regiao 3' (doumstream) . Sequencia em uma unida¬ 
de de transcrigao depois do sitio de inicio da transcrigao 
(mais proxima da extremidade 3'). O par de nucleotidios 
no DNA correspondente ao nucleotidio na extremidade 
5' do transcrito (RNA) e designado +1. O par de nucleoti¬ 
dios subsequente e designado +2. Todas as sequencias de 
nucleotidios subsequentes (+) sao sequencias da regiao 3' 
(cf. Sequencia da regiao 5'). 


Sequencia da regiao 5' {upstream). Sequencia em uma unida¬ 
de de transcrigao que precede o sitio de inicio da trans¬ 
crigao (esta mais proxima da extremidade 5 f ). O par de 
nucleotidios no DNA correspondente ao nucleotidio na 
extremidade 5' do transcrito (RNA) e designado +1. O par 
de nucleotidios precedente e designado -1. Todas as se¬ 
quencias de nucleotidios precedentes (—) sao sequencias 
da regiao 5' (cf. Sequencia da regiao S'[doumstream]). 

Sequencia de agao cis. Sequencia de nucleotidios que afeta ape¬ 
nas a expressao de genes localizados no mesmo cromosso¬ 
mo, isto e, cis em relagao a si mesma. 

Sequencia de consenso. Sequencia nucleotidica presente na 
maioria dos sinais ou elementos geneticos que desempe- 
nham uma fungao especifica. 

Sequencia de insergao. Veja Elemento IS. 

Sequencia de reconhecimento (sequencia -35). Sequencia nu¬ 
cleotidica (consenso TTGACA) em promotores procario- 
ticos a qual se liga o fator sigma da RNA polimerase duran¬ 
te o inicio da transcrigao. 

Sequencia de Shine-Dalgarno. Sequencia conservativa em 
mRNA procarioticos que e complementar a uma sequencia 
proxima da terminagao 5' do RNA ribossomico 16S e parti- 
cipa do inicio da tradugao. 

Sequencia lider. Segmento de uma molecula de mRNA que vai 
da terminagao 5' ate o codon de iniciagao da tradugao. 

Sequencia TATA (TATA box). Sequencia promotora conserva- 
da que determina o sitio de inicio da transcrigao. 

Sequencia TATAAT (sequencia -10). Sequencia rica em AT nos 
promotores procarioticos que facilita o desenrolamento lo- 
calizado do DNA e o inicio da sintese de RNA. 

Sequendamento aleatorio (shotgun) de genoma inteiro. Tecni- 
ca de sequenciamento de genomas que inclui a clivagem 
aleatoria de todo o genoma em pequenos fragmentos, se¬ 
quenciamento das extremidades desses fragmentos e uso 
de supercomputadores para montar a sequencia completa 
por alinhamento de sequencias superpostas. 

Sexo heterogametico. Que produz gametas diferentes no que 
diz respeito aos cromossomos sexuais. Em seres humanos, 
o homem XY e heterogametico e a mulher XX e homoga- 
metica. 

Sexo homogametico. Produz gametas iguais no que diz respeito 
aos cromossomos sexuais (cf. Sexo heterogametico). 

Sexodugao. Incorporagao de genes bacterianos a fatores F e 
transferencia subsequente, por conjugagao, para uma ce- 
luta receptora. 

Shelterina. Complexo proteico que se liga aos telomeros e pro¬ 
tege o DNA contra degradagao. 

Silenciador. Sequencia de DNA que ajuda a reduzir ou bloque- 
ar a expressao de um gene adjacente. 

Simbionte. Organismo que vive em intima associagao com ou¬ 
tro organismo diferente. 

Sinai de termino. Na transcrigao, uma sequencia nucleotidica 
que especifica o termino da cadeia de RNA. 

Sinapse. Pareamento de cromossomos homologos na profase 
meiotica. 

Sindrome. Grupo de sinais e sintomas que ocorrem juntos e 
represen tarn uma doenga especifica. 

Sindrome de cri-du-chat Disturbio provocado pela delegao de 
uma pequena regiao do brago curto de um cromossomo 
5 humano. 
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Sindrome de imunodeficiencia adquirida. Veja AIDS. 

Sindrome de imunodeficiencia combinada grave (SCID). Gru- 
po de doengas caracterizadas pela incapacidade de respos- 
ta imune, seja humoral, seja celular. 

Sindrome de Klinefelter, Disturbio causado pela presenga de 
dois cromossomos X e um eromossomo Y no cariotipo hu- 
mano. 

SINE (elementos nucleares intercalados curtos). Famflias de 
elementos transponfveis curtos (150 a 300 pb), moderada- 
mente repetitivos, de eucariotos. A familia SINE mals co- 
nhecida e a familia Alu em seres humanos. 

Sintenia. Ocorrencia de dois loci no mesmo eromossomo, sem 
levar em conta a distancia entre eles. 

Sitio aminoacil (A). O sftio de ligagao do ribossomo que recebe 
o influxo de aminoacil-tRNA. 

Sitio de restrigao. Sequencia de DNA clivada por uma enzima 
de restrigao. 

Sitio de saida (E). O sftio de ligagao do ribossomo que content 
o tRNA livre antes de sua liberagao. 

Sitio peptidil (P). O sftio de ligagao do ribossomo que contem 
o tRNA ao qual esta ligada a cadeia polipeptfdica em for- 
magao. 

Sitios hipersensiveis. Regioes no DNA altamente suscetfveis a 
digestao por endonucleases. 

Sobredominancia. Condigao na qual os heterozigotos sao supe- 
riores (em alguma escala de medida) a qualquer um dos 
homozigotos associados a ele. 

Southern blot Transferencia de fragmentos de DNA de gel de 
eletroforese para membrana de celulose ou nation por 
agao capilar. 

SRY (regiao do Y determinante do sexo). Gene ligado ao Y 
em seres humanos e outros mamfferos que codifica uma 
protefna, o fator determinante testicular, que tem papel 
fundamental no desenvolvimento masculino. 

STS (sitios marcados por sequencia). Sequencias de DNA iso- 
ladas curtas (geralmente de 200 a 500 pb) que sao ampli- 
ficadas por PCR e usadas para ligar mapas fisicos e mapas 
geneticos. 

Subespecie. Uma entre duas ou mais populagoes diferentes do 
ponto de vista morfologico ou geografico, mas intercruza- 
das de uma especie. 

Substituigao de base. Substituigao de uma base em uma mole- 
cula de DNA. (Veja tambem Transigao; Transversao.) 

Substituigao genica. Incorporagao de um transgene em um 
eromossomo em sua localizagao normal por recombinagao 
homologa, assim substituindo a copia do gene original- 
mente presente no locus. 

Substituigao nao sinonima. Troca de um par de bases em um co¬ 
don que altera o aminoacido especificado por esse codon. 

Substituigao smonima. Substituigao de um par de bases em um co¬ 
don sem alteragao do aminoacido especificado pelo codon. 

Super-helice. Molecula de DNA que contem torgoes adicionais 
em razao do superenrolamento (super-helices positivas) 
ou subenrolamento (super-helices negativas). 

Super-helicoidizagao negativa. Formagao de estruturas tercia- 
rias helicoidais em moleculas de DNA bifilamentares com 
extremidades fixas {que nao sao livres para girar) quando 
ha subenrolamento das moleculas. 


T 

Taq polimerase, DNA polimerase termoestavel isolada da bacte¬ 
ria termofilica Thermus aquaticus. 

Taxa de concordancia. Entre os pares de itens identificados 
porque um membro do par tem determinada caracterfs- 
tica, a frequencia com que o outro membro do par tem a 
mesma caracterfstica. 

Tay-Sachs, doenga de. Disturbio autossomico recessivo, letal em 
seres humanos, caracterizado por degeneragao neurologi- 
ca e morte na fase inicial da infancia. A doenga e causada 
pela ausencia da enzima hexosaminidase A. 

T-DNA. Segmento de DNA no plasmfdio Ti de Agrobacterium tu- 
mefaciens que e transferido para celulas vegetais e inserido 
no eromossomo do vegetal. 

Telofase. Ultimo estagio de cada divisao mitotica ou meiotica 
no qual os cromossomos sao montados nos polos do fuso 
de divisao. 

Telofase I. Estagio da primeira divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos duplicados se reunem no polo de uma celula 
em divisao e comegam a se descondensar. 

Telofase II. Estagio da segunda divisao meiotica em que os cro¬ 
mossomos se reunem no polo de uma celula em divisao e 
comegam a se descondensar. 

Telomerase. Enzima que acrescenta sequencias de telomeros as 
extremidades de cromossomos eucariotos. 

Telomero. Estrutura especial encontrada na extremidade de 
cromossomos eucarioticos. 

Teona cromossomica da hereditariedade. Teoria que afirma 
que os cromossomos contem as informagoes geneticas e 
que seu com portamento durante a meiose constitui a base 
ffsica para a segregagao e a distribuigao independente de 
genes. 

Teoria neutra. Teoria segundo a qual a evolugao de caracterfsti- 
cas com efeito mfnimo ou nulo sobre a aptidao e um pro- 
cesso aleatorio que inclui mutagao e deriva genetica. 

Terapia genica. O tratamento de doengas hereditarias median- 
te introdugao de copias selvagens do gene defeituoso cau- 
sador do disturbio nas celulas de indivfduos afetados. Se as 
celulas reprodutivas forem modificadas, o procedimento e 
denominado terapia genica de celulas germinativas ou heredi¬ 
taria. Se as celulas modificadas nao forem reprodutivas, o 
procedimento e denominado terapia genica de celulas soma- 
ticas ou nao hereditaria. 

Terapia genica de celulas germinativas (hereditaria). Tratamen¬ 
to de um disturbio hereditario pelo acrescimo de copias 
ativas (selvagens) de um gene as celulas reprodutivas (ger¬ 
minativas) de um indivfduo que tem copias defeituosas do 
gene em questao (cf. Terapia genica de celulas somaticas 
[nao hereditaria]), 

Terapia genica de celulas somaticas (nao hereditaria). Trata¬ 
mento de um disturbio hereditario pelo acrescimo de co¬ 
pias ativas (selvagens) de um gene as celulas nao germina¬ 
tivas de um indivfduo que tem copias defeituosas do gene 
em questao (cf. Terapia genica de celulas germinativas 
[hereditaria]). 

Terminalizagao. Movimento de repulsao dos centromeros de 
bivalentes nos estagios diplotenos da profase meiotica que 
tende a mover os quiasmas visfveis em diregao as extremi¬ 
dades dos bivalentes. 
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Termino (da sintese de DNA, RNA ou protein as). Liberagao de 
uma macromolecula completa (DNA, RNA ou polipepti- 
dio) apos a incorporagao da ultima subunidade (nucleoti- 
dio ou aminoacido). 

Teste cis-trans. Construgao e analise de heterozigotos cis e 
trans de pares de mutagoes para verificar se as mutagoes 
estao no mesmo gene ou em dois genes diferentes. Para 
que o teste seja informativo, e preciso que o heterozigo- 
to cis tenha o fenotipo selvagem. Se essa condigao for 
atendida, as duas mutagoes estao no mesmo gene se o 
heterozigoto trans tiver o fenotipo mutante e estao em 
dois genes diferentes se o heterozigoto trans dver o feno¬ 
tipo selvagem. 

Teste de complementagao (teste trans). Introdugao de duas 
mutagoes recessivas na mesma celula para determinar se 
sao alelos do mesmo gene, ou seja, se afetam a mesma fun- 
gao genetica. Se as mutagoes forem alelicas, o genotipo 
m ! +/+ m, exibira um fenotipo mutante; caso contrario, o 
fenotipo sera selvagem. 

Testosterona. Hormonio esteroide que induz o desenvolvimen- 
to de caracteristicas masculinas. 

Tetrade. As quatro celulas originadas da segunda divisao meio- 
tica em vegetais (tetrades de polen) ou fungos (ascospo- 
ros). O termo tambem e usado para identificar o grupo de 
quatro cromatides formado pela associagao de cromosso- 
mos homologos duplicados durante a meiose. 

Tetraploide. Organismo cujas celulas contem quatro conjuntos 
haploides (4 n) de cromossomos ou genomas. 

Tetrassomico. Relativo a um nucleo ou organismo que tern 
quatro membros de um de seus cromossomos, enquanto o 
restante do complemento cromossomico e diploide. (For¬ 
mula cromossomica: 2 n+ 2.) 

TFIIX (fator de transcrigao X para RNA polimerase II). Protei- 
na necessaria para o inicio da transcrigao por RNA poli¬ 
merase II em eucariotos; X representa qualquer um dos 
diferentes fatores designados A a F. 

Timina (T). Base pirimidmica encontrada no DNA. As tres ou- 
tras bases organicas — adenina, citosina e guanina - sao en- 
contradas tanto no RNA quanto no DNA, mas no RNA, a 
timina e substituida por uracila. 

Tipo selvagem. O fenotipo habitual ou padrao para compara- 
gao. 

Topoisomerase. Enzima que introduz ou remove super-helices 
do DNA. 

Tradugao. Sintese de proteina (polipeptidio) direcionada por 
um RNA mensageiro especifico; ocorre em ribossomos. 

Trafego. Movimento de substancias atraves do citoplasma de 
uma celula, geralmente guiado por membranas, vesiculas 
e componentes do citoesqueleto. 

Transatuante. Termo que descreve substancias difusiveis e ca- 
pazes de afetar estruturas celulares separadas no espago. 

Transcrigao. Processo de formagao de RNA ao longo de um 
molde de DNA. A enzima RNA polimerase catalisa a for¬ 
magao de RNA a partir de trifosfatos de ribonucleosidio. 

Transcriptase reversa. Enzima que catalisa a sintese de DNA 
usando um molde de RNA. 

Transcriptoma. O conjunto completo de RNA transcritos de 
um genoma. 

Transcrito. Molecula de RNA produzida por transcrigao de um 
gene. 


Transcrito primario. Molecula de RNA produzida por transcri¬ 
gao antes de qualquer modificagao pos-transcricional; tam¬ 
bem denominada pre-mRNA em eucariotos. 

Transdugao (t). Recombinagao genetica em bacterias mediada 
por bacteriofago. Transdugao abortiva: o DNA bacteriano 
e injetado por um fago em uma bacteria, mas nao se re¬ 
plica. Transdugao generalizada: qualquer gene bacteriano 
pode ser transferido por um fago para uma bacteria re cep- 
tor a. Transdugao restrita: a transferencia de DNA bacteria¬ 
no por um fago temperado e restrita a apenas um sitio no 
cromossomo bacteriano. 

Transdugao de sinal. Processo pelo qual um sinal molecular, 
como um hormonio, passa internamente dentro de uma 
celula por um sistema de moleculas para alterar o estado 
celular. 

Transdugao especializada. Recombinagao em bacterias media¬ 
da por um bacteriofago que so e capaz de transferir genes 
em um pequeno segmento do cromossomo da celula do- 
ad ora para uma celula receptora (cf. Transdugao genera¬ 
lizada) . 

Transdugao generalizada. Recombinagao em bacterias media¬ 
da por um bacteriofago capaz de transferir qualquer gene 
bacteriano da celula doadora para uma celula receptora 
(cf. Transdugao especializada). 

Transfecgao. Captagao de DNA por uma celula eucariotica, se- 
guida pela incorporagao ao genoma celular de marcadores 
geneticos presentes no DNA. 

Transferase terminal. Enzima que acrescenta nucleo tidios as 
terminagoes 3' das moleculas de DNA. 

Trans formagao (cancerosa). Conversao de celulas eucarioticas 
que crescem em cultura em um estado de crescimento ce¬ 
lular descontrolado (semelhante ao crescimento de celulas 
tumorais). 

Transformagao (genetica). Alteragao genetica de um organis¬ 
mo desencadeada pela incorporagao de DNA estranho as 
celulas. 

Transformagao mediada por Agrobacterium tumefadens. Proces¬ 
so natural de transferencia de DNA da bacteria A. tumefa- 
ciens para vegetais. 

Transgene. Gene estranho ou modilicado que foi introduzido 
em um organismo. 

Transgenico. Termo aplicado a organismos que foram modifi- 
cados por introdugao de moleculas de DNA. 

Transigao alosterica. Interagao reversivel de uma molecula de 
proteina com uma pequena molecula que modifica o for- 
mato da proteina e, consequentemente, altera a interagao 
dessa proteina com uma terceira molecula. 

Transigao. Mutagao causada pela substituigao de uma purina 
por outra purina ou de uma pirimidina por outra pirimidi- 
na no DNA ou RNA. 

Translocagao. Troca de posigao de um segmento de um cro¬ 
mossomo para outra parte do mesmo cromossomo ou para 
outro cromossomo. 

Translocagao robertsoniana. Rearranjo no qual os bragos lon- 
gos de dois cromossomos homologos se uniram nos cen- 
tromeros, ou per to deles, e os bragos curtos desses cromos¬ 
somos se perderam. 

Transposase. Enzima que catalisa o deslocamento de uma se- 
quencia de DNA para outro sitio em uma molecula de 
DNA. 
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Transposon composto. Elemcnto transponfvel formado quan- 
do dois transposons identicos ou quase identicos se inse- 
rem de cada lado de um segmento nao transponfvel de 
DNA- por exemplo, o transposon bacteriano Tn5. 

Transposon de “cortar e colar”. Elemento transponfvel que e 
excisado de uma posigao no genoma e inserido em outra 
pela agao da transposase, uma enzima codificada por trans¬ 
poson, 

Transposon replicativo. Elemento transponfvel replicado du¬ 
rante o processo de transposigao. Tn_? em E. coli e um 
exemplo. 

Transposons. Elementos de DNA capazes de se deslocarem 
(“transpor”) de uma posigao para outra em uma molecula 
de DNA. 

Transversao. Mutagao causada pela substituigao de uma pirimi- 
dina por uma purina ou de uma purina por uma pirimidi- 
na no DNA ou RNA. 

2', 3'-Trifosfatos de didesoxirribonucleosidio (ddNTPs). Pre- 
cursores de DNA de termino da cadeia (trifosfatos de 
nucleosfdios) com um atomo de hidrogenio (H) ligado 
ao carbono 3' em lugar do grupo hidroxila (OH) obser- 
vado em precursores de DNA normals (2'-trifosfato de 
desoxirribonucleotfdio); os ddNTPs sao usados em rea- 
goes de sequenciamento do DNA. 

Tri-hlbrido. A prole de pais homozigotos que diferem em tres 
pares de genes. 

Trissomico. Celula ou organismo diploide que tern um cromos- 
somo a mais em um par (formula cromossomica: 2 n + 1). 
Um caso especffico desse disturbio e denominado trisso- 
mia. 

Trivalente. Associagao entre tres cromossomos durante a 
meiose. 

tRNA supressor. tRNA mutante que reconhece um ou mais dos 
codons de termino e insere um aminoacido em um sftio 
onde normalmente a tradugao terminaria. 

tRNA r Me ’. O tRNA de metionina que especifica a iniciagao de ca- 
deias polipeptfdicas em procariotos (cf. tRNA Mct , tRNA ( Met ). 

tRNA Mcl . O tRNA de metionina que especifica a iniciagao de ca- 
deias polipeptfdicas em eucariotos (cf. tRNA f Mel , tRNA Met ). 

tRNA Mel . O tRNA de metionina que responde aos codons in- 
ternos de metionina, e nao aos codons de iniciagao (cf. 
tRNA f McI , tRNA Met ). 

Tubulina. Principal protefna constituinte dos micro tubulos de 
celulas eucarioticas. 

Turner, sindrome de. Fendtipo associado ao genotipo XO em 
seres human os. 

u 

Unidade de crossing over. Medida da distancia em mapas gene- 
ticos baseada no numero medio de eventos de crossing over 
ocorridos durante a meiose. Um intervalo de mapa com 
comprimento de uma unidade de crossing over (as vezes 
denominada centiMorgan) significa que so uma em cada 
cem cromatides recuperadas da meiose sofreram um even- 
to de crossing over nesse intervalo. 

Unidade de mapa. Ve ja Unidade de crossing over. 

Unidade de transcrigao. Segmento de DNA que contem sinais 
de infcio e termino da transcrigao e e transcrito em uma 
molecula de RNA. 


Univalente. Cromossomo nao pareado na meiose. 

Universalidade (do codigo genetico). Os codons tern o mesmo 
significado, com pequenas excegoes, em praticamente to- 
das as especies. 

Uracila (U). Base pirimidfnica encontrada no RNA, mas nao no 
DNA. No DNA, a uracila e substitufda por timina. 

V 

Valor critico. Valor limiar de uma estatfstica que define uma 
fragao da distribuigao de frequencia da estatfstica. Uma es¬ 
tatfstica por amostragem maior que esse valor critico con- 
firma a rejeigao da hipotese testada. 

Valor medio dos pais. Em genetica quantitativa, a media dos 
fenotipos dos pais. 

van der Waals, inter ago es de. Atragoes fracas entre atomos mui- 
to proximos. 

Variagao. Em biologia, a ocorrencia de diferengas entre indi- 
vfduos. 

Variagao contmua. Variagao nao representada por classes dis- 
tintas. Os indivfduos misturam-se e a analise requer dados 
de medida (cf. Variagao descontinua). Em geral, multiplos 
genes sao responsaveis por esse tipo de variagao. 

Variagao descontinua. Variabilidade fenotfpica de classes distin- 
tas como a cor vermelha ou branca, estatura elevada ou 
ana (cf. Variagao contmua). 

Variagao transgressiva. Aparecimento na geragao F ? (ou poste¬ 
rior) de indivfduos que apresentam desenvolvimento mais 
extremo de uma caracterfstica do que os pais. 

Variancia genetica aditiva. A proporgao da variancia fenotfpi¬ 
ca total em uma caracterfstica quantitativa decorrente dos 
efeitos aditivos de alelos. 

Variancia. Medida da variagao em uma populagao; o quadrado 
do desvio padrao. 

Variegagao por efeito de posigao. Variagao fenotfpica em um 
indivfduo causada por alteragao na posigao genomica 
de um gene. Em geral, esse tipo de variagao e observado 
quando um gene naturalmente localizado na eucromatina 
e deslocado por um rearranjo cromossomico para uma re- 
giao heterocromatica do genoma. 

Vetor bifuncional. Plasmfdio capaz de se replicar em dois orga- 
nismos diferentes, como leveduras e E. coli. 

Vetor de clonagem. Molecula de DNA pequena, capaz de au- 
torreplicagao - geralmente um plasmfdio ou um cromos¬ 
somo viral - na qual sao inseridos DNA estranhos durante 
o processo de clonagem de genes ou de outras sequencias 
de DNA de interesse. 

Vetor. Plasmfdio ou cromossomo viral que pode ser usado para 
construir moleculas de DNA recombinantes a serem intro- 
duzidas em celulas vivas. 

Via anabolica. Via de sfntese de um metabolito; via de biossfn- 
tese. 

Via catabolica. Via pela qual uma molecula organica e degra- 
dada para obter energia para o crescimento e os outros 
processos celulares; via de degradagao. 

Vlabilidade. Capacidade de viver e se desenvolver normalmente. 

Vigor hibrido (heterose). Crescimento, forga e saude incomuns 
de hfbridos heterozigotos derivados de dois homozigotos 
menos vigorosos. 
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Virus da imunodeficiencia hum ana (HIV). Retrovirus causador 
da smdrome de imunodeficiencia adquirida (AIDS) em 
seres human os. 

VNTR. Veja Repetigao em serie em numero variavel. 

w 

Western blot. Transferencia de proteinas de gel de eletroforese 
para membrana de celulose ou nailon por agao de uma 
forga eletrica. 

Y 

YAC (cromossomos artificials de levedura). Veto res de clona- 
gem lineares elaborados a partir de elementos essenciais 
de cromossomos de levedura. Conseguem acomodar inser- 
goes de DNA estranho de 200 a 500 kb. 


2 

Z-DNA. Dupta helice levogira que se forma em moleculas de 
DNA ricas em GC. O Z refere-se a disposigao em zigue- 
-zague da cadeia principal de agucar-fosfato nessa forma 
de DNA. 

Zigoteno (zigonema). Estagio da meiose em que ocorre a sinap- 
se; sucede o leptoteno e precede o paquiteno na profase 
meiotica. 

Zigoto. Celula produzida pela uniao de duas celulas sexuais ma- 
duras (gametas) na reprodugao; tambem designa, em ge¬ 
ne tica, o individuo que se desenvolve a partir dessa celula. 
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Transgene, 450 

Transgenico, 450 
Transigoes* 325 

- alostericas* 503 
Translocagao(oes), 125 

- reciproca, 125 

- robertsoniana* 127 
Transposase* 477 
Transposigao 

- de “cortar e colar”, 476 

- replicatira* 476 
Transposons, 333, 475 

- como mutagenos, 492 

- compostos* 478 

- de “cortar e colar”* 476 

- e organizagao do genoma, 494 

- no milho, 483 

- replicativos, 476 

- transformagao genetica com* 493 
Transversoes, 325 
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Tricotiodistrofia, 353 

2,3 trifosfato de didesoxirribonucleosidio, 389 
Trifosfatos de ribonucleosldios, 265 
Trigo moderno, 115 
Tripanossomos africanos, 526 
Trissomia 

- do 21, 119 

- em seres humanos, 118 
Triticum aestivum, 115 
Trivalente, cromossomo, 114 
tRNA sup re ss ores, 316 
Troca genetica, 186 
Trypanosoma brucd , 215, 526 
Tuberculose, 163, 186, 424 

u 

Um gene 

- um polipeptfdio, conceito, 296 

- uma enzima, conceito, 294 
Unidade de transcrigao, 267 
Univalente, cromossomo, 114 
Upstream , 267 

Uracila, 198 

Uso da informagao genetica, 6 

V 

Valor 

- critico, 48 

- medio dos pais, 607 


Vantagem do heterozigoto, 634 
Variabilidade genetica, 324 
Variagao 

- alelica e fungao genica, 62 

- citogenetica, 112 

- da estrutura 

- - cromossomica, 646 

- - das protefnas, 646 

- da(s) sequencia(s) 

- - de DNA e origens humanas, 661 

- - nucleotidicas, 646 

- dos fenotipos, 644 

- genetica em populagoes naturais, 644 

- na evolugao 

- - das sequencias 

- de DNA, 653 

- de protemas, 653 
Variancia, 603 

- ambiental, 605 

- de Fisher, 605 

- fenotfpica total, 605 

- genetica, 605 

Variegagao por efeito de posigao, 539 
Vegetais transgenicos, 462 
Vetores 

- de clonagem, 368 

- shuttle ou de transference, 375 
Via(s) 

- anabolicas, 502 

- catabolicas, 502 

- de RNAi, 536 


- lisogenica, 166 
Vidafaba, 225, 226 
Vigor hibrido, 77 
Vilosidades, 122 
Virus, 164 

- genetica dos, 165 
Virus 

- da imunodeficiencia hurnana, 469, 485 

- do mosaico do tabaco, 197 

- Epstein-Barr, 375 

- herpes simplex, 465 

w 

Western blotting, 387 

X 

X-gal, 374 

Xenopus laevis, 529 

Xeroderma pigmentosum, 323, 349,353 

Y 

YAC, 374 
Yersinia pestis, 424 

z 

Z-DNA, 205 
Zigoteno, 26 
Zigoto diploide, 32 
Ziper de leucina, 535 



